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RESUMO

Este trabalho aplica técnicas de culturas de tecidos vegetais para o estabelecimento de
protocolos de micropropagagdo da aroeira Schinus terebinthifolius Raddi, tendo como
objetivos determinar os meios ideais de cultura para a multiplicacéo de brotos, reduzir o nivel
de oxidagcdo no cultivo in vitro e caracterizar anatomicamente 0s 0rgaos vegetativos
desenvolvidosin vitro e ex vitro. Segmentos nodais, internodais, apicais e cotiledonares foram
cultivados em meio MS suplementado com 3% de sacarose, 0,1 g.L™! de mio-inositol e
diferentes concentracdes de 6 Benzilaminopurina (BAP): 0, 2,25, 45, 9,0 e 18,0 uM. As
principais caracteristicas avaliadas foram taxa de induc&o, nimero e altura dos brotos. Foi
estudado o efeito dos seguintes antioxidantes: carvdo ativado (3,0, 5,0 e 10 g.L'}), &cido
ascorbico (100, 150 e 200 mg.L) e polivinilpirrolidone (100, 150 e 200 mg.L) sobre a taxa
de oxidacdo e o nimero de brotos em segmentos nodais da Schinus terebinthifolius. Foram
feitos estudos anatbmicos da raiz, caule e folha dessa espécie com técnicas usuais em
anatomia vegetal. Dentre as andlises reaizadas, apenas 0s segmentos nodais mostraram bons
resultados na propagacdo in vitro. Os segmentos nodais tratados com 2,25 e 4,5 uM de BAP
proporcionaram as maiores taxas de indugdo, nimero médio de brotos e atura, diferindo
significativamente do tratamento controle. Os meios contendo 10 g.L'! de carvéo ativo e 200
mg.L"? de &cido ascorbico proporcionaram os melhores resultados para reducéo da oxidaczo
polifendlica e apenas o carv&o ativo na concentragdo de 10 g.L'* promoveu regeneracso de
brotos. No estudo anatdbmico, a raiz de Schinus terebinthifolius desenvolvida em casa de
vegetacdo apresenta crescimento secundario e ductos secretores. In vitro, a raiz € tetrarca e
encontra-se em crescimento primario, ndo apresentando ductos. Em ambas as condi¢cdes de
cultivo, a folha é anfiestomatica, com parénquimas palicadico e lacunoso bem definidos,
ductos secretores, drusas e tricomas glandulares e tectores, diferenciando no nimero de
ductos secretores. O caule possui epiderme pluriestratificada, cuticula delgada, tricomas
tectores e ductos secretores proximos a periferia. Pode-se concluir que a micropropagacéo da
aroeira é possivel em meio MS suplementado com 4,5 uM de BAP com ou sem carvéo

ativado e que o cultivo in vitro ndo induz alteracfes anatdmicas significativas.

Palavras-chave: Micropropagacéo, organogénese direta, controle de oxidac&o, anatomia.
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ABSTRACT

Thiswork applies techniques of plant tissue culture for the establishment of micropropagation
protocols of aroeira Schinus terebinthifolius having as objectives to determine the ideal
culture media for in vitro multiplication of shoots, to reduce the oxidation levels in the in vitro
culture and to characterize anatomically the vegetative organs developed in vitro and ex vitro.
Nodal, internodal, apical and cotyledonar segments were cultivated on MS medium
supplemented with 3% of sucrose, 0.1 g.L™ of myo-inositol and different concentrations of 6-
Benzilaminopurine (BAP): 0, 2.25, 4.5, 9.0 and 18.0 uM. The characteristics evaluated were
the induction and number shoots and their respective height. The effect of the antioxidants
activated charcoal (3.0, 5.0 e 10 g.L™), ascorbic acid (100, 150 e 200 mg.L}) and
polivinilpirrolidone (100, 150 e 200 mg.L'!) on the reduction of oxidation rate and shoot
number in nodal segments was studied. Anatomical study of the roots, stems and leaves of
this species were made with usual techniques in plant anatomy. Among the accomplished
analyses, just the nodal segments showed good results in in vitro propagation. The nodal
segments treated with 2.25 and 4.5 pM of BAP provided high inductionrates, number and
height of shoots, differing significantly of the control treatment. The media containing 10 g.L’
! of activated charcoa and 200 mg.L of ascorbic acid provided the best results for reduction
of phenolic oxidation and just the activated charcoal in 10 g.L! concentration allowed shoot
regeneration. In the anatomical study, roots of Schinus terebinthifolius developed in
greenhouse present secondary growth and secretory ducts. In vitro roots are tetrarch and
present primary growth without ducts. In both conditions of cultivation, the leaf is
amphiestomatic, with palisade and spongy parenchyma, secretory ducts, druses and glandular
and nontglandular trichomes, differing on the number of ducts. The results alow to conclude
that micropropagation of aroeira is possible in MS medium supplemented with 4.5 uM of
BAP with or without activated charcoal and the in vitro cultive doesn't induce significant

anatomical alterations.

Key words: Micropropagation, direct organogenesis, oxidation control, anatomy.
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1. INTRODUCAO

Dados literarios sobre a utilizacdo de espécies vegetais para a cura de doencas e outros
males sdo encontrados desde 50.000 anos atras. Intuitivamente, o homem primitivo buscava
descobrir solucBes para suas necessidades basicas como nutrigdo, reproducdo e protecao.
Pelas suas experiéncias e observacOes, descobriu nas plantas e ervas solugbes para o
tratamento de injurias ou doencgas. Além das plantas benéficas, descobriram vegetais, capazes
de matarem e produzir aucinagbes. Aos homens primitivos que detinham todos esses
conhecimentos, foram atribuidos poderes sobrenaturais e passaram a ser considerados
magicos, curandeiros ou feiticeiros (MIGLIATO, 2005).

O Brasil possui 0 maior patriménio de diversidade genética vegetal do planeta, porém
investe pouco nas pesquisas em bioquimica, genética e fisiologia referentes as plantas
medicinais. As reservas naturais estdo sendo sistematicamente destruidas e milhares de
espécies estdo se extinguindo antes de serem pesquisadas. Além disso, os altos custos de
importacdo fazem com que se tenha a necessidade de buscar solucBes proprias para o
desenvolvimento de tecnologias farmacéuticas (COSTA, 1995).

A exploracdo de plantas nativas na medicina popular é largamente difundida no pais.
A maioria das espécies tem sido usada de forma extrativista, o crescimento da populacéo
humana e a ocupacdo de areas naturais vém aumentando a presséo destrutiva sobre esta flora.

A cultura de tecidos oferece meios que permitem a conservacdo in vitro de espécies
ameacadas, onde 0 seu material genético sera preservado, estando inclusive disponivel para
trabalhos futuros (ABREU, 1998). A propagacdo vegetativa in vitro, também denominada
micropropagacdo, por causa do tamanho dos propagulos utilizados, é a aplicacdo mais prética
dacultura de tecidos e ade maior impacto (GRATTAPAGLIA e MACHADO, 1998).

A aroeira Schinus terebinthifolius Raddi € uma espécie com propriedades medicinais
muito utilizadas por populares como antiinflamatdrio e cicatrizante principalmente ra regido
Nordeste do Brasil. Além do uso medicinal a aroeira, € fornecedora de madeira, sendo
utilizada em diversos tipos de obras principalmente em cercas de propriedades devido a sua
resisténcia (MATOS, 2002).

A micropropagacdo da aroeira configura-se como uma importante ferramenta por
permitir a producdo de um grande nimero de plantas geneticamente uniformes, uma vez que
esta espécie apresenta propriedades medicinais extensamente exploradas por populares,
principalmente na regido Nordeste do Brasil onde é muito empregada no tratamento de
inflamagdes uterinas. A espécie S. terebinthifolius tem sido também utilizada por indUstrias

farmacéuticas com boa aceitacdo pelo mercado consumidor. Um exemplo dessa aplicacéo € a
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pomada ginecoldgica e o sbonete liquido Kronel® fabricada pelo laboratério Hebron que
investe em pesquisas de medicamentos a base de extrato de plantas medicinais.

Devido a0 uso intensivo da aroeira, fazse necessario um estudo mais aprofundado de
modo a garantir a permanéncia desta espécie, utilizando-se de ferramentas como as técnicas
de cultura de tecidos, que permitem a reproducéo em grande escala. Este procedimento pode
favorecer os pequenos e médios laboratérios farmacéuticos nacionais dedicados a produgéo de
medicamentos de origem vegetal.

Este trabalho teve como objetivo estabelecer protocolos viaveis para a
micropropagacdo de aroeira da praia Schinus terebinthifolius Raddi, possibilitando a producéo
de mudas de data qualidade fitossanitaria e genética, que poderdo ser utilizadas pelas
industrias farmacolégicas para extragdo do principio ativo, evitando a retirada do material
vegetal de forma extrativista.

Visando comprovar a eficacia do método, todo o estudo foi baseado nos aspectos
anatdmicos de 0rgaos vegetativos da aroeira da praia, através dos quaisrealizaram se analises

comparativas entre 0 seu cultivo em casa de vegetacao e in vitro por organogénese direta.

1.1. HISTORICO DAS PLANTAS MEDICINAIS

E provavel que a utilizagio das plantas como medicamento seja tdo antiga quanto o
proprio homem. Numerosas etapas marcaram a evolucdo da arte de curar, porém, torna-se
dificil delimitalas com exatiddo, ja que a medicina esteve por muito tempo associada as
préticas mégicas, misticas e ritualisticas. As plantas, por suas propriedades terapéuticas ou
toxicas, adquiriram fundamental importancia na medicina popular (MARTINS et al., 2000).
Ainda hoje, nas regifes mais pobres do pais, e até mesmo nas grandes cidades brasileiras,
plantas medicinais s8o comercializadas em feiras livres, mercados populares e encontradas em
residenciais (MACIEL et al., 2001).

Os meédicos e herbaristas chineses, em 3700 a.C. documentavam tratados médicos,
onde citavam curas com medicamentos naturais, sendo as plantas os mais utilizados. A
primeira farmacopéa chinesa teria sido escrita entre 3700 a 2600 a.C., por Shen Nung, um
sabio imperador (BORNHAUSEN, 1991). Atuamente a China mantém laboratérios de
pesquisa e cientistas trabalhando exclusivamente para desenvolver produtos farmacéuticos
com ervas medicinais de uso popular.

A China, a india e a Grécia, entre outros paises importantes da antiguidade,
destacaramse pela dedicagdo e descoberta de misturas miraculosas com componentes
vegetais para a cura de males fisicos e espirituais (BERWICH, 1996). Sabe-se também que,
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desde 2300 a.C., os egipcios, assirios e hebreus cultivaram diversas ervas e traziam de suas
expedicbes tantas outras. Com estas plantas, chegavam a criar purgantes, vermifugos,
diuréticos, cosméticos e especiarias para a cozinha, além de liquidos e gomas utilizados no
embal samento de mimias.

Na antiga Grécia, as plantas e 0 seu vaor terapéutico ou toxico eram muito
conhecidos. Hipdcrates (460-377 a.C.), denominado o0 “pai da medicina’, reuniu em sua obra
Corpus Hipocratium a sintese dos conhecimentos médicos de seu tempo, indicando para cada
enfermidade o remédio vegeta e o tratamento adequado (MARTINS et al., 2000). A primeira
referéncia ao uso de ervas medicinais na Ameérica &€ o Manuscrito Badanius, o herbario asteca,
do século XVI.

No Brasil, apesar dos primeiros registros sobre plantas medicinais constarem como
sendo dos Jesuitas, na verdade € da cultura indigena e africana 0 maior legado histérico, que
através de seus componentes empiricos as espécies mais importantes foram sendo
selecionadas e incorporadas a um elenco de plantas eficazes na medicina popular
(BERTOLUCKCI et al., 2001). No século XX, entretanto, por ocasido da 22 Guerra Mundial e
com o advento dos antibidticos entre 1940 a 1950, houve um certo esquecimento da prética de
ervas. Entre os anos de 1950 a 1970, houve uma grande divulgacdo conceituando os vegetais
como ineficazes. A fitoterapia foi perdendo o seu crédito, enquanto os medicamentos
sintéticos e as industrias farmacéuticas ocupavam maior lugar de destague. Com a
consolidagdo dos medicamentos sintéticos houve uma busca exagerada dessas drogas, sendo
criados novos produtos. Enquanto aumentava esse mercado, desenvolvia-se paralelamente
uma nova patologia, ou sgja, os efeitos colaterais provenientes do uso desses produtos, muitas
vezes desnecessérios (SIMOES et al., 1995, citado por BERTOLUCCI et al., 2001).
Consciente dos efeitos colaterais que os medicamentos sintéticos causavam ao organismo
ressurgiu a pratica dos medicamentos fitoterapicos e com ela todo o emprego de Oleos e
cosméticos naturais.

1.2USO DAS PLANTAS MEDICINAISNO BRASIL

O Brasil € o pais que detém a maior parcela da biodiversidade, em torno de 15 a 20%
do total mundial, com destaque para as plantas superiores, nas quais detém aproximadamente
24% da biodiversidade. Entre os elementos que compde a biodiversidade, as plantas sdo a
matéria-prima para a fabricacdo de fitoterdpicos e outros medicamentos. Além de seu uso
como substrato para a fabricacdo de medicamentos, as plantas sdo também utilizadas em

préticas populares e tradicionais como remédios caseiros e comunitérios, processo conhecido
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como medicina tradicional. Além desse acervo genético, o Brasil é detentor de rica
diversidade cultural e étnica que resultou em um acumulo consideréavel de conhecimentos e
tecnologias tradicionais, passados de geracdo a geracdo, entre 0s quais se destaca o vasto
acervo de conhecimentos sobre mangjo e uso de plantas medicinais (MINISTERIO DA
SAUDE, 2006).

E reconhecida a importancia dos produtos naturais, incluindo aqueles derivados de
plantas, no desenvolvimento de moderras drogas terapéuticas (CALIXTO, 1997). As plantas
medicinais sdo importantes para a pesguisa farmacol égica e o desenvolvimento de drogas, ndo
somente quando seus constituintes sdo usados diretamente como agentes terapéuticos, mas
também como matéria prima para a sintese, ou modelos para compostos farmacol ogicamente
ativos (WHO, 2001). Estima-se que aproximadamente 40% dos medicamentos atualmente
disponiveis foram desenvolvidos direta ou indiretamente a partir de fontes naturais, assim
subdivididos: 25% de plantas, 12% de microorganismos e 3% de animais (CALIXTO, 2001).
Das 252 drogas consideradas basi cas e essenciais pela Organizagcdo Mundia de Salde (OMS),
11% sdo origin&rias de plantas e um nimero significativo sdo drogas sintéticas obtidas de
precursores naturais (RATES, 2001). Além disso, nas Ultimas décadas, 0 interesse
populacional pelas terapias naturais tem aumentado significativamente nos paises
industrializados e acha-se em expansdo 0 uso de plantas medicinais e fitoterapicos (WHO,
2001).

Estimase que no Brasil, 25% dos US$ 8 bilhdes do faturamento da indlstria
farmacéutica, no ano de 1996, foram originados de medicamentos derivados de plantas
(GUERRA e NODARI, 2001). Considera-se também que as \vendas neste setor crescem 10%
ao ano, com estimativa de terem alcancado a cifra de US$ 550 milhdes no ano de 2001
(KNAPP, 2001). Estados Unidos e Alemanha estdo entre os maiores consumidores dos
produtos brasileiros. Entre 1994 e 1998, estes paises importaram, respectivamente, 1.521 e
1.466 toneladas de plantas que seguem para esses paises sob o rétulo genérico de “material
vegetal do Brasil”, de acordo com Ibama (REUTERS, 2002). Embora 0 nosso pais possua a
maior diversidade vegetal do mundo, com cerca de 60.000 espécies vegetais superiores
catalogadas, apenas 8% foram estudadas para a pesquisa de compostos bioativos e 1.100
espécies foram avaliadas em suas propriedades medicinais (GUERRA e NODARI, 2001).

Neste sentido, compreende-se que o0 Brasil, com seu amplo patrimbnio genético e sua
diversdade cultural, tem em méos a oportunidade para estabelecer um modelo de
desenvolvimento préprio e soberano na &ea de salde e uso de plantas medicinais e

fitoterapicos, que prime pelo uso sustentével dos componentes da biodiversidade e respeite os
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principios étnicos e compromissos internacionais assumidos, notadamente a Convencado sobre
aDiversidade Biol6gica(CDB), e assim, promover a geragéo de riquezas com inclusdo social
(MINISTERIO DA SAUDE, 2006).

Entretanto, sabe-se que muitas plantas medicinais apresentam substancias que podem
desencadear reacOes adversas, seja por seus proprios componentes, seja pela presenca de
contaminantes ou adulterantes presentes nas preparacdes fitotergpicas, exigindo um rigoroso
controle de qualidade desde o cultivo, coleta da planta, extracdo de seus constituintes, até a
elaboracdo do medicamento final (TUROLLA e NASCIMENTO, 2006).

E reconhecida a importancia dos produtos naturais, incluindo aqueles derivados de
plantas, no desenvolvimento de modernas drogas terapéuticas (CALIXTO, 1997). Alguns
laboratérios farmacéuticos brasileiros ja produzem medicamentos fitoterapicos isto €
remédios obtidos empregando-se exclusivamente matérias primas ativas de vegetais (Tabela
1), todos regulamentados pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), que
propicia a avaliagdo de aspectos importantes, como a eficacia e seguranca do uso destes
medi camentos.

Tabela 1. Alguns medicamentos fitoterapi cos com suas marcas registradas.

Medicamentos fitoterdpicos. | Espécies utilizadas para | Indicagcdo

extracdo da matéria prima.

Adprex® Hypericum perforatum L. Antidepressivo

Brefus® Glycyrrhiza glabra L. Antitussigeno

Endorus® Mentha piperitalL. Antiespasmodico e
antiflamatorio

Giamebil® Mentha cripa vermifuga

Gamax® Borago officinalis L. Redutor dos sintomas da

tensdo pré- menstrual (TPM)

Kronel® sabonete liquido Schinus terebinthifolius | Acdo desodorizante,
Raddi manutencdo da  acidez
vaginal
Krone® pomada | Schinus terebinthifolius | Cicatrizante e antiflamatorio
ginecoldgica Raddi vaginal
Probeks® Aloe vera Creme dermatolégico com
acao cicatrizante

Fonte: Laboratério Hebron®, 2006.
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1.3. CARACTERISTICAS BOTANICAS
A familia Anacardiaceae pertence a ordem Sapindale e compreende cerca de 70 a 80
géneros com aproximadamente 600 espécies incluindo o género Schinus. Segue sua

classificagdo taxondmica, segundo Ribas et al. (2006):

DIVISAO: Tracheophyta
CLASSE: Magnoliopsida
ORDEM: Sapindales
FAMILIA: Anacardiacease
GENERO: Schinus
ESPECIE: Schinus terebinthifolius Raddi

Figura 1. Ramos da aroeira. Fonte: Herbéario
UFRN.

As espécies da familia Anacardiaceae apresentam uma distribuicéo
predominantemente pantropical, com poucos registros nas regides temperadas da Asia,
Europa e Américado Norte. No Brasil ocorrem cerca de 13 géneros e 68 espécies, com ampla
distribuicéo de norte a sul (FERREIRA, 2000).

Essa familia, incluindo o género Schinus, possui folhas inteiras ou compostas, de
disposicado alterna, sem espiculas ou espiculas deciduas. As flores sdo pequenas, ndo vistosas,
brancas ou amarelo-esverdeadas, hermafroditas, ou de sexos separados, como no género
Schinus, que apresenta plantas didicas de simetria actinomorfa. S&o penté@meras e o androceu
formado por 10 estames ou menos. Apresenta ovario sipero, unicarpelar, unilocunar com um
s0 ovulo. O fruto € seco, do tipo noz ou baciforme e drupaceo. Pseudofruto as vezes
desenvolvido (JOLY, 2002).

A espécie S. terebinthifolius é conhecida no nordeste brasileiro principalmente como
aroeira, que é a abreviagao de araroeira, ou arvore de arara, por ser esta a planta preferida por
esta ave (BRAGA, 1967 citado por CARVALHO, 2000). Possui inimeras denominacdes

populares, tais como: aroeiravermelha, aroeira da praia, aroeira pimenteira, aroeira do
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Parand, aroeira mansa. E encontrada facilmente em terrenos arenosos da Mata Atlantica do
Nordeste do Brasil, estendendo-se pelo cerrado até o Rio Grande do Sul, Argentina e Paraguai
(TORRES, 1981). Esta variacdo nos nomes se da, principalmente, pelo fato de seus frutos
possuirem a aparéncia de uma peguena pimenta de coloragdo rosa-avermelhada, por isso,
também chamados de pimenta-rosa (LENZI e ORTH, 2004)

A aroeira da praia é uma planta perenifdlia, helidfita e pioneira, comum em beira de
rios, corregos e em varzea Umidas de formagdes secundarias, contudo, cresce também em
terrenos secos e pobres. E amplamente disseminada por passaros, o que explica sua boa
regeneracdo natural. E uma das espécies mais procuradas pela avifauna. Sua dispersio é
ampla, ocorrendo desde a restinga até as florestas pluviais e semideciduas.. Esta espécie
atinge uma atura entre 5 e 10 m, com tronco revestido de casca grossa de 30 a 60 cm de
didmetro. As folhas compostas imparipenadas, fortemente aroméaticas tém formato eliptico ou
oval, de margens crenadas, denteadas e glabras. A floracdo geralmente ocorre nos meses de
setembro a janeiro e suas flores sdo pequenas, dispostas em paniculas, de coloracédo branco-
esverdeadas e amarelo-pdlidas e meliferas. Frutifica de janeiro a julho (BRAGA, 1967 citado
por CARVALHO, 2000).

Sua madeira é moderadamente pesada, bastante resistente e de grande durabilidade
natural, sendo utilizada para moirdes, esteios, lenha e carvéo (LORENZI, 2002). A casca do
caule é de cor pardo acinzentado, com profundos sulcos longitudinais e transversais, muito
rugosa, apresentando na superficie externa manchas irregular mais clara. Possui cheiro
resinoso lembrando a terebentina e sabor adstringente. A face interna € estriada
longitudinalmente, de cor pardo avermelhada e impregnada de matéria resinosa que aparece
freqientemente em sua superficie sob a forma de l&grimas (SILVA, 1926 citado por
CARVALHO, 2000).

Pelo porte pequeno, € muito utilizada como uma érvore ornamental, indicada para a
arborizagdo de ruas e pragas pela rusticidade e beleza de seus frutos (Figura 1 A e B),

entretanto pode causar alergia a pessoas sensivels que entram em contato com suas folhas.
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frutos. Foto: Paiva. Rio CearaMirim (Extremoz, RN).

1.4. AROEIRA: USOS E IMPORTANCIA MEDICINAL

Estudos com representantes da familia Anacardiaceae tém obtido avancos
consideraveis e algumas espécies tém se destacado principalmente pela extracdo de
substancias usadas na industria e na medicina popular (FERREIRA, 2000).

1.4.1 Uso comercial
Culinaria:

A aroeira, atualmente, vem se destacando cada vez mais pelo consumo de seus frutos
(pimenta-rosa), cuja demanda tem aumentado muito, tanto no mercado nacional como no
internacional, que os utiliza como condimento alimentar. Na atualidade, a exploracéo de seus
frutos se restringe a coleta manual em populaces naturais, presentes principalmente em éareas
derestinga do litora brasileiro (LENZI e ORTH, 2004).

Segundo Bornhausen (1991), espécie pode ser utilizada tanto na culinéria, onde
seu fruto encontra-se entre as muitas especiarias existentes e sdo utilizados basicamente para
dar sabor e refinamento aos pratos da culindria mundial. O sabor suave, levemente picante
permite 0 seu emprego em diversas preparacoes, podendo ser utilizada na forma de gréos
inteiros ou moidos. A aroeira é também utilizada na arborizacdo urbana com uso decorativo,

porém a sua principal importancia reside na sua extensa utilizacéo medicinal.

Alimentacdo para animais.
Segundo Baggio (1998), a aroeira pode ser utilizada como forragem, usada
principalmente para a alimentacdo de caprinos como suprimento alimentar, esses animais

comem avidamente as folhas e brotos desta espécie.
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Madeira:

A madeira da aroeira é resistente, podendo ser utilizada como esteios e mourdes,
devido a sua durabilidade prolongada (SANCHOTENE,1985). A lenha desta espécie € de boa
gualidade, sendo muito procurada no meio rural. Segundo o Instituto de pesquisas e estudos
florestais 2006 (IPEF), produz carvéo de boa qualidade e € muito utilizada na construcdo
civil. A casca é ricaem tanino sendo utilizada em curtume para fortalecer redes de pescas.

1.4.2 Importancia medicinal

A aroeira da praia possui inimeras potencialidades medicinais e fitoquimicas. Alguns
de seus metabdlicos secundarios tém auxiliado no tratamento e cura de diversos males. As
partes que apresentam propriedades fitoterapicas sdo a casca e a folha, consideradas pela
medicina popular como adstringentes, antidiarréica, antiinflamatérias, depurativas, diuréticas
e febrifugas. Devido a composicdo de seus Oleos essenciais, € usada no tratamento de
distdrbios respiratorios. E também empregada no tratamento de inflamagBes e infeccbes
uterinas Da casca, extrai-se o 6leo empregado contra tumores e doencas da cornea (MATOS,
2002).

De acordo com a Fundagdo Cearense de Apoio a0 Desenvolvimento Cientifico e
Tecnoldgico, FUNCAP (1999) a aroeira possui crescente uso farmacol6gico devido a casca
do caule (entrecasca) ser utilizada como antiflamatério (especialmente no pds-parto).

Para Chung et al. (1998), as atividades farmacolOgicas dessa planta, podem ser
atribuidas a diversidade de constituintes quimicos desse vegetal, tais como 0s taninos e 0s
polifendis que se caracterizam farmacologicamente pelas propriedades adstringentes, anti-
sépticas e hemostédticas. Quanto a composicdo quimica, estudos realizados por Medeiros
(2001) revelam a presenca de taninos, saponinas, esterGides e triterpendides como o0s
principais constituintes da casca de Schinus terebinthifolius

Dos constituintes quimicos da Schinus terebinthifolius, os taninos sd0 o0s mais
estudados, devido as atividades biologicas comprovadas por diversos pesguisadores.
Trabalhos realizados com vérias espéecies de plantas ricas em taninos tém mostrado que estes
apresentam atividades anticarcinogénica, antiflamatéria, antimicrobiana e antioxidante
(RUFFA et d., 2002).

Segundo Amorim (2003), a espécie S terebinthifolius tem o uso amplamente
difundido para o tratamento de diversas infeccOes. O decocto da casca tem sido

tradicionalmente utilizado pelas mulheres nordestinas para tratar de cervicites e corrimentos
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genitais. Na experiéncia pessoa de varios ginecologistas, é raro ercontrarem cervicites ou

colpites em mulheres que tenham feito uso dessa planta.

15 PROPAGAC}AO DA AROEIRA

Dentro de sua amplitude ambiental, a espécie apresenta distintas formas de
crescimento, com ecotipos de porte variando desde pequenos arbustos (50 a 60 cm em altura)
até arvores com 15 metros e diametros de 50 a 60 cm (REITZ et al.,, 1983 citado por
BAGGIO, 1998). Ocorre em diversos tipos de solos, de baixa fertilidade natura a férteis e
tanto em solos Umidos ou secos, arenosos a argil 0sos.

A propagacdo d& se por sementes e, certamente, por estaguia a partir de segmentos da
do caule. O crescimento € relativamente rapido, podendo atingir 1,0 m de altura no primeiro
ano (SANCHOTENE, 1985). Em experimento implantado em Irati-PR, ela atingiu 3,25 m em
dtura média aos cinco anos de idade, com ata sobrevivéncia (93,8%). No entanto, em
Paranagua-PR, 0 autor registrou crescimento superior, atingindo, ja no primeiro ano de idade,
a atura média de 3,31 metros, com 90,5% de sobrevivéncia. Em experimento implantado em
Dois Vizinhos, sudoeste paranaense, (SILVA e REICHMANN, 1990) obtiveram entre 7,9 m e
8,9 m de atura média aos 10 anos de idade, com 100% de sobrevivéncia

A figura 2 mostra um exemplo de propagacdo por estaquia da aroeira Schinus
terebinthifolius Raddi com um ano de idade j& apresentando floragéo.

Figura 2. Schinus terebinthifoliusRaddi A: obtida a partir de propagagdo por estaquia (seta). B: com um ano de

idade, apresentando flores (seta). Foto: Paiva. Area anexaa casade vegetacio (UFRN, Centro de biociéncias).
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1.6 CULTURA DE TECIDOS

A técnica de cultura de células, tecidos e 6rgaos vegetais aumentou muito nos ultimos
anos, gerando um largo alcance na variagdo genética em espécies de plantas que pode ser
incorporada em programas de selecdo in vitro com caracteristicas agronémicas Uteis. A
cultura baseia-se na totipoténcia da célula vegetal devido a sua capacidade de originar células
e iniciar um novo individuo multicelular (DUCAN, 1997). Segundo Torres (1998) as técnicas
de cultura de tecidos tém sido empregada de diferentes formas para 0 desenvolvimento de
cultivares superiores de plantas. Em geral essas técnicas sdo utilizadas em uma ou outra etapa
do melhoramento, ndo, necessariamente, no desenvolvimento direto de rovos cultivares. Mas
podem oferecer novas alternativas aos programas de melhoramento em suas diferentes fases e
muitas vezes, oferecem solucdes Unicas.

Com a extensa utilizagdo da cultura de tecidos em melhoramento de plantas com
resisténcia a herbicidas, insetos e patégenos cultura vem sendo bastante empregada na
preservacdo de espécies ameacadas de extingdo onde entre essas espécies muitas possui
propriedades medicinais. Segundo Medeiros (2003) o fantasma da extincdo de espécies
bioldgicas torna-se cada vez mais ameagador, o Brasil é considerado o pais que apresenta a
maior biodiversidade genética vegetal do mundo com cerca de 55.000 espécies catal ogadas. E
como em outras partes do planeta, no Brasil também, a expansdo agricola e a urbanizacéo,
com a consequente eliminagdo do habitat, sdo as principais causas da elevacdo nas taxas de
extingao.

A importancia da cultura de tecidos em plantas medicinais vem sendo comprovada
através de estudos das plantas e de suas partes, cujo valor medicina tenha sido confirmado
pelas pesquisas. Segundo Amaral e Silva (2003) para se ter uma producdo confiavel de drogas
terapéuticas como uma espécie recentemente adaptada as préticas de cultivo, fazse necessario
acompanhar esse cultivo; sendo que, tratando-se de plantas anuais, 0 tempo para o seu cultivo
leva de 3 a 5 anos, enquanto que se tratar de plantas perenes, de 10 a 12 anos. Em geral, dos
principios ativos aos medicamentos s50 gastos cerca de 10 a 15 anos na elucidacdo quimica,
testes pré-clinicos e clinicos. Reconhecendo-se que uma planta produza 10g de massa seca e
gue nessas 10g se obtenha 0,3g da droga isolada e que sgjam necessarios, para atender
mercado, 30kg dessa substéncia, entdo serd preciso 100.000 plantas sO nesse primeiro
momento, 0 que se torna extremamente dispendioso. Diante desse problema as técnicas de
cultura de tecidos, como a micropropagacao, sdo de grande importancia, pois as sucessivas

divisdes celulares de partes da planta, em meio de cultura aceleram a propagacéo. A
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micropropagacdo possibilita obter-se um ndmero de brotos ilimitado, acelerando a producéo
de plantas exatamente iguais a um determinado genétipo selecionado no campo por suas boas
caracteristicas Com isso ndo seria mais necessario a retirada desse materia da natureza e ao
mesmo tempo poderia avangar na pesquisa de principios ativos de material vegetal em grande

guantidade preservando o meio ambiente.

1.6.1 Micropropagacéo

A micropropagagdo € assim chamada por causa do tamanho dos propagulos utilizados
€ a aplicacd mais prética da cultura de tecidos sendo, também, denominada de propagacéo
vegetativa in vitro. Hoje, essa € uma atividade comercial que se concentra principamente na
limpeza clonal e na multiplicacéo de espécies ornamentais herbaceas e arbustivas. Logo em
seguida vém as plantas lenhosas que sdo consideradas espécies de dificil reproducdo,
(GRATTAPAGLIA e MACHADO, 1998). Essa técnica permite a producdo de um grande
nimero de plantas através de peguenas porcbes do tecido da planta em um periodo
relativamente curto. A cultura de tecidos refere-se a manutencéo e a propagacéo da partes de
plantas em ambiente controlado e livre de microrganismos. O melhoramento genético inclui a
manipulacdo de germoplasma, selecdo e estabilizacdo de gendtipos, teste de variedade,
protecao e estagios de producdo (PAULS, 1995).

A utilizacgo de fitorreguladores € imprescindivel para que se possa obter sucesso na
propagacéo da cultura in vitro (SCHWENGBER et al., 1999). Para Pierik (1990), um
adequado balango entre auxinas e citocininas estabelece um eficiente controle no crescimento
e na diferenciacéo das culturas in vitro. O tipo de citocinina e a sua concentragdo sao 0S
fatores que mais influenciam o sucesso da multiplicagdo in vitro. A 6-benzilaminopurina
(BAP) tem sido muito eficaz para promover a multiplicacdo de diversas espécies e parece ser
a citocinina por exceléncia para multiplicacéo de partes aéreas e inducdo de gemas adventicias
(GRATTAPAGLIA e MACHADO, 1998). O estado fisiologico da planta, de onde sdo
retirados os explantes, tem grande influéncia no posterior comportamento das culturas.
Devendo levar em consideracéo e estado nutricional da planta, pois plantas bem nutrida
fornecem bons explantes. A retirada de explante deve ser feita de preferéncia a partir de
brotagGes mais novas que sdo formadas durante a fase ativa de crescimento da planta onde o
tamanho do explante também determina suas possibilidades de sobrevivéncia e capacidade de
crescimento(GRATTAPAGLIA e MACHADO, 1998).
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Torres (1998) descreveu um esguema padréo para sistema de micropropagacéo que foi
apresentado por Murashige (1974) onde se divide em trés estégios. estagio | — selecdo de
explantes, desinfestacdo e cultura do meio nutritivo sob condicbes assépticas; estagio |1 —
multiplicacdo dos propagulos mediante sucessivas subculturas em meio préprio para a
multiplicacdo; estagio Il — transferéncia das partes aéreas produzidas para 0 meio de
enraizamento e subsequente transplantio das plantas obtidas para o substrato ou solo. Este
esguema permite ateractes conforme a peculiaridade da espécie e deve-se ter sempre claro
gue a micropropagacdo mantém a heranca do gendtipo propagado, ndo introduzindo nenhuma
variabilidade genética.

A formacdo de raizes adventicias nas partes aéreas obtidas, no estadio de
multiplicacgo, permite a congtituicdo de plantas completas, para posterior transferéncia a
condicdes ex vitro. Muitas vezes, as raizes formadas ndo apresentam caracteristicas adequadas
as funcdes de absorcdo, determinando, dentre outros fatores, a morte das mudas, quando
transferidas para 0 solo. O processo de enraizamento € muito complexo, incluindo fatores
fisiologicos, bioquimicos e bioldgicos (fatores internos) que interagem com os fatores
externos. (ASSIS e TEIXEIRA, 1998).

Embora existam espécies que formam raizes adventicias apenas com 0s niveis
endogenos de auxina, geralmente é necessario adicionar auxina exégena para estimular a
rizogénese Tipos e concentracbes de auxinas sd0 as variaveis que mais influenciam no
enraizamento as mais utilizadas sGo o AIB, ANA e o AIA (GRATTAPAGLIA e
MACHADO, 1998).

O periodo de transicdo da fase in vitro para a ex vitro, conhecida como periodo de
aclimatacdo, € uma das etapas mais importantes no processo de obtencdo de plantas pela
técnica de cultura de tecidos (PREECE e SUTTER, 1991). Durante a aclimatacéo, as plantas
sdo transferidas de um ambiente controlado para um ambiente ndo controlado, onde elas tém
que reequilibrar suas atividades fisiologicas, dentre as quais a absor¢do de &gua e nutrientes e
a atividade fotossintética (DESJARDINS et al., 1987). Essa fase de transicéo predispbe as
plantas a um desequilibrio hidrico e nutricional, decorrente de limitagbes de natureza
anatdmica e fisiologica, caracteristicas das plantas micropropagadas. Tais limitagcGes incluem
cuticula pouco espessa, estdmatos ndo funcionais, nutricdo heterotrofica e sistema radicular
pouco desenvolvido (AZCON-AGUILAR e BAREA, 1997).
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A aclimatacdo inadequada das plantas micropropagadas pode resultar, por essas
razbes, numa ata porcentagem de mortalidade. E imprescindivel que as modificagdes do
ambiente durante a aclimatacdo das plantas micropropagadas sgam conduzidas de forma

controlada e continua, possibilitando um guste gradativo das mesmas as novas condi¢oes.

1.6.2 Organogénese

A regeneracdo ou morfogénese in vitro € o processo de formac&o de 6rgéos a partir de
outros pré-existentes, podendo ocorrer através da embriogenese somética ou organogénese
direta e indireta. Na morfogénese, através do processo de organogénese, tecidos vegetais se
diferenciam em meristemas caulinares e/ou radiculares que originam caules ou raizes,
respectivamente. Quando a formacdo de 6rgdos é decorrente diretamente de tecido do
explante, ou de pequena proliferacdo do mesmo denomina-se organogénese direta
(BRANDAO et al., 2005). A organogénese direta é o sistema mais adequado para obtenczo de
mudas uniformes, tornando possivel a propagacdo com rapidez de clones desgjavels de varias
espécies tanto lenhosas como frutiferas, pois, segundo Tzifira et al. (1997) evita a formagdo
de escapes génicos e diminui a possibilidade de ocorrer variagdo somaclonal. O maior sucesso
de protocolos de organogénese direta in vitro € a utilizacdo de tecidos jovens, que possuem
maior competéncia organogénica (TAMURA et a., 1992).

Diferencas significativas na capacidade organogenética in vitro sdo encontradas ao se
variar a composicdo mineral, as vitaminas e as fontes de agucares dos meios de cultura.
Concentragdes de reguladores de crescimento no meio de cultura sdo criticos para 0 meio de
controle de crescimento e morfogénese. Uma baixa concentracdo de auxina com alta
concentracdo de citocinina no meio resulta na indugdo de brotos morfogeneticos. A auxina
sozinha ou com baixissima concentragcdo de citocinina e importante para inducdo de raizes
primarias (FLICK et al., 1986)

1.6.3 Oxidacéo Fendlica

As plantas perenes lenhosas sd0 consideradas ricas em substancias derivadas do
metabolismo secundario como os polifendis, 0os quais exercem importante papel no
metabolismo destas espécies, bem como na defesa contra predadores e microrganismos. A
oxidacdo fendlica in vitro constitui um dos principais problemas enfrentados no inicio do
estabel ecimento e durante o cultivo de explantes dessas espécies, sendo altamente dependente

do gendtipo. Alguns géneros de plantas sdo mais susceptiveis a oxidacdo fendlica que outros,
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dependendo do tipo de explante utilizado. Os explantes jovens apresentam menos problemas
de oxidagdo que os explantes adultos (TEXEIRA, 2006).

A oxidacdo fendlica se da por meio de uma enzima chamada de polifenol oxidase, que
contém ions cobre para sua ativagao e esta presente nos plastidios. Esses compostos fendlicos
in vitro, sdo percussores da sintese de lignina, pelo tecido injuriado ou senescentes de esséncia
nativas, especialmente das tropicais, que contém alta concentragdo desses componentes
(GEORGE e SHERRINGTON, 1984), esses compostos fendlicos sdo oxidados pelas enzimas
polifenases, produzindo substancias tdxicas, inibindo o crescimento dos explantes, além de
escurecer 0 meio de cultura (GRATTAPAGLIA e MACHADO, 1998). Preece e Sutter (1991)
caracterizaram as substancias encontradas em meio de cultura para algumas espécies lenhosas
e as identificaram como sendo fendis, flavandides e taninos, os responsaveis pela oxidagao.

A adicdo de compostos antioxidantes no meio de cultura pode contribui para
minimizar o problema da oxidagdo dos explantes como, por exemplo, carvdo ativo que
apresenta cargas residuais, as quais sdo capazes de adsorver substancias fendlicas ou seus
produtos da oxidagdo, as quinonas. O uso de carvdo ativo, contudo, pode adsorver outras
substéncias do meio nutritivo como os reguladores de crescimento, acarretando efeitos
indesgjaveis ao cultivo. Uma alternativa para esses casos € gjustar a concentracdo de
reguladores de crescimento e tal forma a se obter o efeito desgjado. Qutro antioxidante
bastante utilizado em meios de cultura é o polivinilpirrolidone (PVP) uma poliamida utilizada
em cromatografia de separacdo de &cidos aromaticos, adeidos e fendis pela sua funcéo
absorvente. Os fendis sdo adsorvidos pelo PVP por meio de ligacbes de hidrogénio, o que
previne a oxidagdo e polimerizagdo, além de adsorver os produtos da oxidagdo fendlica. O
acido ascoérbico adicionado ao meio de cultura também pode prevenir a oxidacdo (TEXEIRA,
2006).

Além da adicdo de compostos antioxidantes no meio de cultura, a remocéo de
substancias fendlicas podem ser feitas através da lavagem dos explantes em agua corrente,
transferéncia do explante para meios frescos ou mesmo a mudanca de lugar do mesmo dentro
do frasco de cultura, utilizagdo de meio liquido e modificagdo do ambiente com cultivo no

escuro ou em baixa intensidade luminosa (TEXEIRA, 2006).

1.7 MORFOLOGIA E ANATOMIA VEGETAL
A anatomia vegetal € o ramo da botanica que estuda a estrutura interna dos organismos
vegetais. Seu estudo se resume a0 exame detalhado de cada uma das partes ou 6rgaos,

considerando sua posicdo no corpo vegetal, temse a anatomia descritiva. Quando a anatomia
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ndo se limita a estudar érgaos ja adultos, mas acompanha seu desenvolvimento desde o inicio
da sua formacdo até a fase adulta, temse a anatomia ontogenética. O estudo da estrutura das
partes e Orgdos vegetais, levando em conta a funcdo que desempenham, denomina-se
anatomia fisiol6gica (APPEZZATO-DA-GLORIA e CARMELLO-GUERREIRO, 2003).

A maioria das plantas vasculares consiste de um numero de diferentes 6rgdos. raiz,
caule, folha e flor, e cada um desses, por sua vez, é formado por um numero diferente de
tecidos. O estudo das estruturas internas dessas véarias partes da danta € conhecido como
anatomia vegetal e comecou ha pouco mais de 300 anos atrés, com trabalho de Grew e
Malpighi. Seus trabalhos envolveram descricdes cuidadosas e bem ilustradas de material
vegetal. Grew defendia, j& naguela época, atese de que a anatomia vegetal deveria incorporar
estudos comparativos sazonais e de desenvolvimento da planta inteira. Recentemente, foi
apontado que a anatomia de poucas espécies é conhecida detalhadamente. E evidente uma
necessidade de maior comunicagéo internacional e cooperagdo neste campo cientifico, pois e
gue em qualquer pesquisa botanica encontrant se aspectos relevantes aanatomia. A anatomia
vegetal comparativa também tem varias aplicacbes além do campo da boténica ortodoxa;
como farmacognosia, medicina forense e arqueologia (CUTTER, 1986).

O estudo da estrutura interna dos vegetais pode auxiliar na compreensdo de véarios
fendbmenos relacionados ao corpo do vegetal, bem como nos estudos de identificacéo
taxonbmica. As respostas morfogenéticas de organogénese e embriogénese, obtidas na cultura
de tecidos e células vegetais in vitro, tém sido confirmadas mediante anaise anatbmica, além
disso, as substéncias reguladoras de crescimento utilizadas nessas préticas interferem na
formac&o das células e tecidos (APPEZZATO-DA-GLORIA e CARMELLO-GUERREIRO,
2003). Uma das dificuldades de sucesso da propagacdo vegetativa através da
micropropagacao € a transferéncia das plantas de um local com condigdes controladas para
casas de vegetacdo ou outras dreas. Esse processo tem relagdo com as caracteristicas
estruturais. A identificacBo dos aspectos estruturais € importante para 0 sucesso da

propagacao, a qual depende da regeneracéo de tecidos vegetais (SILVA et al., 2005)
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2. OBJETIVOS DA PESQUISA

2.1. OBJETIVO GERAL
» Estabelecer protocolos de obtencdo de brotos mudiltiplos in vitro de aroeira S.
terebinthifolius Raddi por organogénese direta e estudo anatbmico comparativo das

espécies desenvolvidasin vitro e ex vitro.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS
= Determinar as concentracbes hormorais de 6-Benzilaminoburina (BAP) apropriadas

para a obtencdo de um niimero de brotos satisfatorio.

= Avadliar o efeito do &cido ascérbico, carvéo ativado e polivinilpirrolidone (PVP) no

combate da oxidacdo polifendlica.

» Caracterizagéo da anatomiafoliar, caulinar e radicular de plantas de S. terebinthifolius

cultivadain vitro e ex vitro.
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Regeneracao diretain vitro de aroeira da praia em diferentes concentr agoes de 6-

benzilaminopurina

Resumo — A aroeira (Schinus terebinthifolius Raddi) € uma Anacardiaceae extensivamente
utilizada por suas propriedades medicinais. O objetivo desse estudo foi estabelecer
concentragoes ideais de 6-Benzilaminopurina (BAP) para a micropropagacdo de Schinus
terebinthifolius através da regeneracdo direta in vitro de segmentos nodais, internodais,
cotiledonares e épices caulinares. Os explantes foram cultivados em meio MS, suplementado
com 3% de sacarose, 0,1 g.L™* de mio-inositol e concentracdes distintas de BAP: 0; 2,25; 4,5;
9,0; 18,0 uM. Os pardmetros avaliados foram a indugdo de brotos, nimero e comprimento dos
brotos. Foi observado que, para o estabelecimento in vitro da aroeira da praia, o explante mais
indicado € o segmento nodal. Os segmentos internodais desenvolvem apenas calos, ndo
havendo inducdo de brotos adventicios. O tratamento com 4,5 mM de BAP é o mais
responsivo para a regeneracao de Schinus terebinthifolius. O tratamento inicial com o BAP
continua influenciando positivamente no crescimento dos brotos mesmo durante a posterior
fase de alongamento.

Termos para indexagao: Schinus terebinthifolius, Planta medicinal, Micropropagagao.

In vitro direct regeneration of aroeira da praiain diferent concentrations of 6-

benzilaminopurine

Abstract — The aroeira (Schinus terebinthifolius Raddi) is an Anacardiaceae extensively used
due to your medicinal proprieties. The objective of this work was to establish idea
concentrations of 6-Benzilaminopurine for the Schinus terebinthifolius micropropagation
through the direct organogenesis of nodal, internodal, cotyledonar and apical segments. The
explants were cultivated on MS medium supplemented with 3% of sucrose, 0.1 g.L™! of mio-
inositol and distinct concentrations of BAP: 0, 2.25, 4.5, 9.0 and 18.0 uM. The parameters
evaluated were the induction of shoots, the number and length of shoots. Nodal segment is the
more suitable explant for the in vitro establishment of aroeira da praia. The internodal
segment developed callus only and its does not present induction of shoots. The treatment
with 4.5 mM de BAP was the most responsive. The initial treatment with the BAP influenced
positively in the subsequent elongation phase.

Index terms. Schinus terebinthifolius, Medicinal plants, Micropropagation.
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I ntroducéao

A exploragdo extrativista de diversas espécies de plantas com propriedades medicinais
vem provocando erosdo genética e colocando-as em risco de extingdo. A propagacado in vitro
de plantas medicinais tem sido realizada por varios pesquisadores e incrementada nos Ultimos
anos devido a varios fatores, entre eles, dificuldades na reproducéo, baixa taxa de germinacéo
ou exploragdo irracional, resultando na quase extingcdo de algumas espécies e modificacdo do
meio ambiente, dificultando a coleta de plantas saudéveis (SABA et al., 2002).

Schinus terebinthifolius Raddi, conhecida popularmente como aroeira da praia, aroeira
vermelha, aroeira pimenteira e aroeira mansa, € uma Anacardiaceae encontrada em terrenos
arenosos da Mata Atlantica do Nordeste do Brasil, estendendo-se pelo cerrado até o Rio
Grande do Sul, Argentina e Paraguai (TORRES, 1981). Esta espécie possui um crescente uso
farmacologico; € considerada pela medicina popular como adstringente, antidiarréica,
antiinflamatéria, depurativa, diurética e febrifuga. A casca e as folhas sdo as partes que
apresentam utilizagdo fitoterdpica, sendo suas propriedades atribuidas a diversidade de
congtituintes quimicos deste vegetal, tais como os taninos e os polifenéis (MATOS, 2002).

Considerando a sua utilizagdo medicinal, sendo o0 extrato da casca amplamente
utilizado pela industria farmacéutica, ainda sdo poucos o0s estudos sobre a propagacdo desta
espécie. As técnicas de micropropagacdo seriam uma alternativa viavel, pois, a clonagem de
mudas individuais promove plantas com material genético uniforme, o que seria uma fonte
satisfatoria para procedimentos industriais de extracdo de combinagdes de interesse. Segundo
Oliveira (2003), a utilizacdo de material geneticamente uniforme, seria viavel para se obter
protocol os para extracao de principios ativos podendo esses ser unificados.

O tipo de citocinina e a sua concentragdo sdo os fatores que mais influenciam o
sucesso da multiplicagéo in vitro. A 6-benzilaminopurina (BAP) tem sido muito eficaz para
promover a multiplicacdo de diversas espécies e parece ser a citocinina por exceléncia para
multiplicac@o de partes aéreas e inducdo de gemas adventicias. 1Sso parece ocorrer por razéo
dos tecidos vegetais responderem aos hormoénios naturais mais rapidamente do que aos
reguladores de crescimento sintéticos (GRATTAPAGLIA e MACHADO, 1998).

Na literatura, existe uma série de trabalhos sobre a propagacéo in vitro de diversas
espécies da familia Anacardiaceae, porém algumas sdo negligenciadas, a exemplo de aroeira
da praia, S terebinthifolius Raddi. Sendo assim, este trabalho objetivou desenvolver um
protocolo para regeneracdo direta de brotos em Schinus terebinthifolius Raddi. O estudo é
parte do processo de micropropagacdo, que possibilitard homogeneidade na producéo de

mudas com caracteristicas genéticas de interesse e qualidade fitossanitaria, mudas essas, que
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poderdo ser utilizadas pela industria farmacéutica para extracdo do principio ativo, evitando a

exploracéo extrativista.

Material e Métodos

O trabaho foi realizado no Laboratério de Cultura de Tecidos Vegetais do
Departamento de Botanica, Ecologia e Zoologia do Centro de Biociéncias da Universidade
Federal do Rio Grande do Norte, no periodo de Janeiro a Julho de 2006. Os frutos foram
coletados de espécimes de Schinus terebinthifolius Raddi encontrados no rio CearaMirim,
municipio de Extremoz/RN (Apéndice 1).

As sementes foram germinadas em condigdes de casa de vegetagcdo, em sacos com
capacidade para um litro, em diferentes tipos de substrato: vermiculita, himus, argila e areia
com percentual de germinacéo de 20%, 52%, 20% e 30% respectivamente. O delineamento
experimental utilizado foi o inteiramente casualizado com 3 repeticdes de 10 unidades sendo
cada unidade com 3 sementes por substrato. Apds quatro meses de germinacdo as plantas
foram transferidas para baldes com capacidade de oito litros cortendo areia e hiumus na
proporcéo de 1:1.

Ramos jovens de aroeira com aproximadamente 15 cm de comprimento, foram
coletados de plantas com 4 a 8 meses de idade, cultivadas em casa de vegetacdo (Apéndice 2).
Apds remogdo das folhas, os ramos foram desinfestados em camara de fluxo laminar, através
da imersdo em etanol a 70%, por 3 minutos, e em solucéo de hipoclorito de sodio a 2%, por
15 minutos. Apo6s a desinfestacdo, os mesmos foram lavados 3 vezes com agua destilada
autoclavada, por 10 minutos cada, para posterior retirada dos explantes.

Os explantes utilizados foram segmentos cotiledonares (5 x 5 mm), segmentos nodais
com um Unico nd (10 mm), segmentos internodais (10 mm), e dpices caulinares (10 mm). Os
explantes foram colocados individualmente em frascos de 100 ml de capacidade contendo 30
ml de meio MS (MURASHIGE e SKOOG, 1962) suplementado com 3% de sacarose, 0,1 g.L
! de mio-inositol, 6,0 g.L'* de &gar e concentragdes distintas de 6- Benzilaminopurina (BAP):
0,0 uM, TO; 2,25 uM, T1; 4,5 uM, T2; 9 uM, T3; e 18 uM, T4. O pH foi gustado para 5,8
antes da autoclavagem, realizada a 121°C por 20 minutos. As culturas foram mantidas no
escuro por 7 dias, em sala de crescimento com temperatura de 25 + 2°C, e depois transferidas
para fotoperiodo de 12 horas, com intensidade luminosa de 27 pmol.m?%s! a mesma
temperatura.

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado (DIC) ndo

balanceado, com 3 repeticoes de 10 widades experimentais, totalizando 30 explantes para
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cada tratamento. Os pardmetros taxa de inducéo de brotos, nimero e atura dos brotos, foram
avaliados ao fim de 45 dias de cultivo in vitro. Os dados foram comparados pelo teste de
Tukey a5% de significancia.

Os brotos obtidos foram colocados em meio para alongamento composto de sais e
vitaminas de M'S, adicionado de 3% de sacarose, 0,1 g.L™* de mio-inositol e 2,88 uM de &cido
giberélico (GA3). Aos 30 dias apbs a inoculacdo, avaliouse o crescimento médio dos brotos.
O delineamento utilizado foi inteiramente casualizado (DIC) balanceado. Os dados foram

comparados pelo teste de Tukey a 5% de significancia.

Resultados e Discusséo

Segmentos cotiledonares e dpices caulinares apresentaram alto nivel de oxidacéo
fendlica, impedindo o prosseguimento das culturas, concordando com Das et al. (1996) que
observaram o escurecimento e morte dos explantes apds 15-20 dias de cultivo provenientes de
cajueiros cultivados em casa de vegetacdo. A oxidacdo fendlica € um dos problemas que
dificultam o estabelecimento inicial do cultivo in vitro, ocorrendo a liberacdo de compostos
fendlicos devido a injuria causada nos tecidos durante a excisdo dos explantes. Algumas
enzimas oxidam os fendis formando quinonas, que sdo responsaveis pela coloracdo marrom
das culturas, além de causarem a inibicdo do crescimento e morte dos explantes em grande
nuimero de espécies (FLORES et a., 1998).

Aos 7 dias ap0s a inoculagéo verificou-se o inicio de calogénese nos segmentos nodais
em regides proximas ao nd, enquanto o aparecimento de brotos é observado a partir do
décimo quinto dia de cultivo in vitro. Foi verificado por Carvalho et a. (2002) a inducdo de
brotos a partir de segmentos nodais de cgjazeira, Spondias mombin L., apds duas semanas de
cultivo em meio WPM (LLOYD e Mc COWN, 1980) com diferentes concentraces de BAP.
Ao contrario do observado para segmentos nodais, os segmentos internodais desenvolveram
apenas calos, ndo havendo inducdo de brotos adventicios. De acordo com o observado, apenas
0 segmento nodal mostrouse viavel e responsivo para regeneracdo in vitro de S
terebinthifolius Raddi.

Os explantes submetidos ao tratamento T2 (4,5 "M de BAP) apresentaram a maior
taxa de inducdo de brotos (86,6%) (Figura 1). Resultados similares foram obtidos por
Andrade et al. (2000), que, ao trabalharem com aroeira do sertdo (Myracrodruon urundeuva
Fr. All.), acancaram as maiores taxas de regeneracdo (90%) na concentragcdo de 4,5 M de
BAP. Os tratamentos com TO e T1 apresentaram taxa de inducdo de brotos significativamente

iguais, enquanto que os tratamentos T3 e T4, foram ineficientes para obtencdo de brotos,
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causando apenas o aparecimento de calos. Boggetti et al. (1999), estudando a morfogénese de
caju (Anacardium occidentale L.), também verificaram a formagdo de calos em explantes
cultivados em meio nutritivo com 20 nM de BAP. Mneney e Mantell (2002) relatam que
concentraces de BAP acima de 20 mM suprimiram a formacdo de brotos a partir de
segmentos nodais de cgju.

Os tratamentos T1 (2,25 uM de BAP) e T2 (4,5 uM de BAP), diferenciaram, em
média, 2 brotos por explante, diferindo significativamente do tratamento sem regulador de
crescimento (Figura 2 e 3). Os resultados observados para a regeneracéo de S. terebinthifolius
Raddi sdo significativos quando comparados a trabalhos anteriores realizados com plantas
aparentadas. Andrade et al. (2000), obtiveram a regeneracdo de apenas um broto de
Myracrodruon urundeuva Fr. All. por segmento nodal, utilizando um meio suplementado com
2,3 UM e 4,5 pM de BAP. Saba et al. (2002), trabalhando com a micropropagacdo do
jaborandi, obtiveram 1,8 brotos por explante na concentracdo de 6,66 "M de BAP. Entretanto
Daset al. (1996) observaram a formacéo de 10-12 brotos de A. occidentale L. por explante em
meio MS com 4,4 uM de BAP, 2,32 uM de CIN e 9,12 uM de ZEA. Esse fato mostra que a
proliferacdo de brotos in vitro pode ser maximizada com o emprego de dois ou mais
reguladores de crescimento. Talvez a proliferacdo de um ndimero maior de brotos de S
terebinthifolius Raddi necessite da combinacdo entre mais de uma citocining, ou de
citocininas com auxinas.

Aos 45 dias de cultivo néo foi verificada diferenca significativa no comprimento dos
brotos entre os tratamentos T1 e T2, com médias de 2,15 cm e 3,45 cm, respectivamente. No
entanto, o tratamento T2 induziu brotos com comprimentos médios significativamente
maiores que o TO (Figura 4). Concordando com esse resultado observado, Andrade et a
(2000) obtiveram os maiores brotos de M. urundeuva Fr. All. em tratamento com 4,5 nM. de
BAP.

Os brotos originérios da fase de regeneracdo foram todos tratados com GA3; a uma
mesma concentracéo (2,88 nM). Entretanto, os brotos oriundos do tratamento T2 (4,5 nM de
BAP) ainda mantiveram uma média de crescimento significativamente maior que os oriundos
do TO. Esse fato demonstra que, para Schinus terebinthifolius Raddi, o tratamento inicial com
0 BAP continuou influenciando o positivamente no crescimento dos brotos mesmo durante a
posterior fase de alongamerto (Figura 5).
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Conclusbes

Baseado nos resultados expostos pode concluir o seguinte:

1) Para o estabelecimento in vitro da Aroeira da praia, 0 explante mais indicado € o
segmento nodal.

2) Os segmentos internodais desenvolvem apenas calos, ndo induzem brotos adventicios.

3) Considerando os parametros nimero e altura média dos brotos, o tratamento T2 (4,5
nmM de BAP) € 0o mais responsivo para Schinus terebinthifolius Raddi.

4) O tratamento inicial com o BAP influencia positivamente no crescimento dos brotos

mesmo durante a posterior fase de alongamento.
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Inducaode brotos (%)

Tratamentos

Figura 1. Taxa de induc&o de brotos (TIB%) de Schinus terebinthifoliusa partir de segmentos nodais cultivados

em diferentes concentragdes de BAP. TO: controle; T1: 2,25 nM de BAP; T2: 4,5 nM de BAP; T3: 9,0 nM de
BAP;, T4: 18 nM de BAP. Médias com letras iguais ndo diferem entre si segundo o teste de Tukey a 5% de

significancia.

1,51

Médias

TO T1 T2
Tratamentos
Figura 2. Namero médio de brotos por explante em funcdo de diferentes tratamentos, no cultivo in vitro de
segmentos nodais de aroeira da praia. TO: controle; T1: 2,25 nM de BAP; T2: 4,5 nM de BAP. Médias com

letrasiguais ndo diferem entre si segundo o teste de Tukey a 5% de significancia
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Figura 3. Aspecto geral dos brotos adventicios regenerados a partir de segmentos nodais de Schinus

terebinthifoliuscultivados em diferentes concentracfes de BAP. A: meio controle; B: MS + 2,25 nM de BAP; C:

MS+ 4,5 nM de BAP.

Médias

Tratamentos

Figura 4. Médias do comprimento de Shinus terebinthifolius a partir de segmentos nodais cultivados em

diferentes concentragdes de BAP. TO: controle; T1: 2,25 niM de BAP; T2: 4,5 nM de BAP, T3: 9,0 nM de BAP;

T4: 18 nM de BAP. Médias com letras iguais ndo diferem entre si segundo o teste de Tukey a 5% de

significancia.
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Figura 5. Médias do alongamento de brotos de Schinus terebinthifoliusem 2,88 niM de GA 3 (4cido giberélico).
Brotos oriundos do cultivo de segmentos nodais em diferentes tratamentos, TO: controle; T1: 2,25 nM de BAP;
T2: 45 nM de BAP. Médias com letras iguais ndo diferem entre si segundo o teste de Tukey a 5% de

significancia.
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Controle da oxidacao no estabelecimento in vitro de plantas de aroeira da praia Schinus
terebinthifolius Raddi*

Resumo — O objetivo desse estudo foi avaliar o efeito dos antioxidantes sobre a taxa de
oxidacdo e o numero de brotos regenerados em segmentos nodais de aroeira da praia
desenvolvidas em de casa de vegetacdo. O meio de cultivo utilizado foi 0 MS suplementado
com 30 g.L'! de sacarose, 0,1 g.L™* de mio-inositol e 6 g.L™ &gar. Foram testados os seguintes
antioxidantes: carvao ativado (3,0; 5,0 e 10 g.L™}), &cido ascorbico (100, 150 e 200 mg.LY) e
polivinilpirrolidone PVP (100, 150 e 200 mg.L'!). Os meios 10 g.L™* de carvéo ativo e 200
mg.L't de é&cido ascorbico proporcionaram os melhores resultados quanto a reducdo da
oxidagdo fendlica, enquanto o PVP mostrouse ineficaz. Apenas 0os meios acrescidos com

carv&o ativo na concentragdo de 10 g.L'! permitiram a regeneracéo de brotos.
Termos para indexacdo: antioxidante, polivinilpirrolidone, carvao ativo, acido ascorbico.

Oxidation control in thein vitro establishment of aroeira da praia (Schinus
terebinthifolius Raddi

Abstract — The objective of this study was to evauate the antioxidants effect on the reduction
of oxidation rate and shoot number in nodal segments of aroeira da praia developed in
greenhouse. The MS medium was supplemented with 30 g.L™? of sucrose, 0.1 g.L? of myo-
inositol e 6 g.L! agar. The antioxidants activated charcoa (3.0; 5.0 and 10 g.L'%), ascorbic
acid (100, 150 and 200 mg.L™) and polivinilpirrolidone PVP (100, 150 and 200 mg.L!) were
tested. The media with 10 g.L™! of activated charcoal and 200 mg.L™* of ascorbic acid
provided the best results reduction of the phenolic oxidation, while PVP was inefficient. Just
media with 10 g.L* of activated charcoal allowed shoot regeneration.

Index terms: antioxidants, polivinilpirrolidone, activated charcoal, ascorbic acid.
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Introducéo

Schinus terebinthifolius Raddi, também conhecida como aroeira da praia, € uma planta
nativa da familia Anacardiaceae, comum no litoral dos estados do Rio Grande do Norte até o
Rio de Janeiro. E uma arvore ornamental que mede de 5-10 m de altura, com propriedades
medicinais, sendo suas folhas e cascas comumente utilizadas como adstringentes,
antidiarréicas, depurativas, diuréticas, febrifugas, antiflamatorias e cicatrizantes,
principalmente em casos de pés-parto (Matos, 2002). Suas flores sdo meliferas e sua madeira
€ moderadamente pesada, resistente e de grande durabilidade natural, sendo utilizada para
moirdes, esteios, lenha e carvao (Lorenzi, 1998). Em 1999 foi lancado no Brasil um produto
farmacéutico contendo o gel de aroeira extraido da sua casca, sendo este muito utilizado para
tratar cervicites e corrimento genital Amorim (2003).

Apesar de essa espécie propagar através de estacas e possuir uma taxa de germinacéo
relativamente alta, € necess&rio que haja uma propagacdo homogénea para que principios
ativos sgjam conservados. Amaral e Silva (2003) verificaram que o controle qualitativo e
guantitativo dos principios ativos das plantas no meio ambiente € muito dificil, uma vez que
existemn variagfes nos tipos e nos teores de substancias ativas, devido a interacdo do gendtipo
com o0 meio ambiente. Neste contexto, a biotecnologia pode auxiliar, através da utilizacgo de
técnicas de propagacdo in vitro, no desenvolvimento de plantas assépticas e idénticas,
preservando assim suas estruturas morfoldgicas para que se possam extrair Seus compostos
guimicos para fabricacdo de medicamentos fitoterapicos.

O estabelecimento in vitro de espécies nativas apresenta alguns problemas em funcéo
de suas caracteristicas peculiares, como a oxidacdo. A liberacdo de compostos fendlicos
ocorre devido ao dano causado nas células durante a excisdo dos explantes acarretando a
necrose e morte do material vegetal Medeiros (2001). Segundo Ibrahim (1987), as plantas
superiores produzem vérias substéncias denominadas metabdlitos secundarios os quais, sfo,
em sua maioria, de natureza fendlica. George e Sherrington (1984), relatam que a oxidag&o
fendlica se da pela enzima polifenol oxidase, que contém ions cobre para sua ativacdo e esta
presente nos plagtidios. A oxidagdo dos polifendis leva a producéo de substéncias amareladas
de composicéo complexa, do tipo quinonas. Essas substancias podem se ligar a proteinas das
membranas ou enzimas, acarretando toxidez e morte da célula.

Estudos realizados por Medeiros (2001) revelam a presenca de alguns compostos
polifendlicos na aroeira, como taninos e flavondides, principais congtituintes da casca, 0 que
pode dificultar o estabelecimento in vitro dessa espécie. A remocdo dos compostos

polifendlicos contribui para a reducédo oxidativa do cultivo in vitro. A adicdo de compostos
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antioxidantes, como &cido ascOrbico, e adsorventes, como carvdo ativado e
polivinilpirrolidone (PVP), podem ser decisivos na diminuicdo da oxidacao.

Devido a escassez de trabalhos sobre o efeito de antioxidantes na reducdo da oxidacdo
polifendlica na aroeira, 0 objetivo deste estudo foi definir protocolos para o controle da
oxidacdo de segmentos nodais no estabelecimento de Schinus terebinthifolius, buscando

otimizar ataxa de multiplicagédo in vitro.

Material e Métodos

O trabaho foi realizado no Laboratério de Cultura de Tecidos Vegetais do
Departamento de Boténica, Eeologia e Zoologia do Centro de Biociéncias da Universidade
Federal do Rio Grande do Norte, no periodo de Marco a Setembro de 2006. Os explantes
foram retirados de plantas com aproximadamente 8 meses de idade cultivadas em casa de
vegetagdo a partir de sementes

Ramos de Schinus terebinthifolius de 10 cm de comprimento foram coletados e
desinfestados com etanol a 70% por 3 minutos e, posteriormente, imersos em hipoclorito de
sodio a 2% por 15 minutos. Apos a desinfestacéo, os mesmos foram lavados por trés vezes em
&gua destilada e autoclavada. Em capela de fluxo laminar, segmentos nodais com
aproximadamente 10 mm foram removidos e inoculados individualmente em frascos de 300
ml contendo 30 ml de meio de Murashige e Skoog (1962) acrescido de 30 g.L! de sacarose,
0,1 g.L'' de mio-inositol, 4,5 uM de BAP suplementado com os seguintes antioxidantes:
carvéo ativado (3,0; 50 e 10 glL™), &ido ascorbico (100, 150 e 200 mglL?l) e
polivinilpirrolidone (PVP) (100, 150 e 200 mg.L™). O meio foi solidificado com 6,0 g.L* de
agar e o pH gjustado para 5,8 antes da autoclavagem dos meios por 20 minutos a 121°C.

As culturas foram mantidas no escuro por 7 dias em sala de crescimento com
temperatura de 25 + 2°C, e depois transferidos para fotoperiodo de 12 horas e intensidade
luminosa de 27 uM.mi%.s* a mesma temperatura.

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado com trés
repeticoes de 10 unidades amostrais contendo um explante cada. As observagdes foram feitas
apos 30 dias de cultivo in vitro, considerando os seguintes parametros. taxa de inducéo de
brotos e nUmero dos mesmos e taxa de oxidagdo. Os dados foram comparados pelo teste de

Tukey a 5% de significancia.
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Resultados e discussao

A partir do décimo dia de cultivo, observou-se o escurecimento nas extremidades do
explante e o inicio da brotacdo. A partir dos vinte dias a oxidagdo comegava a se tornar
intensa, sendo visuaizado apenas uma pequena parte integra no explante. Modgil et al.,
(1999) relatam que a oxidacdo fendlica é um dos sérios problemas que podem dificultar o
estabelecimento inicial do cultivo in vitro, de plantas futriferas e principamente de espécies
lenhosas. Segundo Grattapaglia e Machado (1998), esse problema é particularmente sério no
isolamento de explantes de espécies lenhosas, cujos tecidos sG0 mais ricos em compostos
fendlicos, precursores da sintese de lignina.

Nos tratamentos com PVP, foi observada uma taxa de oxidagdo dos explantes de
100%, o que representa um aumento significativo da oxidacdo quando comparados ao
tratamento controle (Figura 1). Estes altos niveis de oxidacdo causaram a morte dos explantes
e impossibilitoy, desta forma, o prosseguimento das culturas. Apesar de o PVP ter funcéo
adsorvente dos compostos fendlicos, ele ndo se mostrou efetivo para minimizar 0 processo
natural de oxidac&o da aroeirada praia, ao contrario, do constatado por Schuchovski (2002) a
adicdo de PVP no meio de cultura, reduziu a oxidagdo em explantes de amoreira-preta (Rubus
sp.). Paiva (2000) trabalhando com segmentos nodais de Litchi chinensis Sonn verificou que a
adicdo de PVP ndo foi €ficiente no controle da oxidacdo in vitro. Embora ndo se tenha
determinado as causas para 0 estabelecimento da oxidagdo, pressupde-se que as doses de
antioxidante presentes no meio foram insuficientes para eliminar o efeito toxico dos
compostos fendlicos liberados pel os tecidos lesionados, ou talvez a vel ocidade de absorcédo do
antioxidante pelos explantes foi menor do que a necessaria para minimizar a oxidacéo dos
tecidos.

A concentracdo de 100 mg.L™' de &cido ascorbico ndo proporcionou mudancas
significativas quando comparado ao tratamento controle, concordando com Erig e Schuch
(2003), que observaram que a utilizacdo de &cido ascorbico na concentracdo de 100 mg.L™
ndo foi capaz de controlar a oxidagdo em mecieira (Malus domestica). No presente trabal ho,
dentre os tratamentos que utilizavam o &cido ascorbico, a concentragdo de 200 mg.L™ foi a
Unica a apresentar resultados positivos na reducdo do escurecimento, apresentando uma taxa
de oxidacdo de 45%, porém ndo diferiu da taxa verificada no tratamento com 150 mg.L!
(Figura 2), porém a diminuicdo da taxa de oxidagdo ndo possibilitou a emissdo de brotos.
Gupta (1986) relata que a adicdo de acido ascérbico tem sido a mais utilizada para prevencéo
da oxidacdo fendlica em culturas in vitro de bananeira. Flores et al., (1998) observaram que

baixas concentracdes de acido ascérbico (0,05% e 0,2%) foram eficientes no controle da



oxidacdo em explantes da espinheira santa (Maytenus ilicifolia), entretanto, quando da
utilizacdo de maiores doses houve uma reducdo no nimero de brotos regenerados.

Nos tratamentos que utilizavam o carvao ativado, a concentracdo de 3 g.L ™ apresentou
a maior taxa de oxidacdo (98%) e a concentracdo de 5 g.L't ndo provocou uma resposta
significativa no combate a oxidacdo, quando comparada ao meio controle (Figura 3). Segundo
Daset al., (1996), a melhora no desenvolvimento in vitro vem sendo demonstrada para vérias
espécies de plantas cultivadas em meio contendo 0,5% de carvéo ativo para adsor¢éo de
compostos fendlicos, porém, no presente trabalho, a mesma concentragdo nd mostrou baixos
niveis de oxidacdo. O carvao ativado, quando utilizado na concentragdo de 10 g.L™! diminuiu
drasticamente o nivel de escurecimento dos explantes, apresentando uma taxa de 39%,
diferindo significativamente dos demais tratamentos (Figura 3). Este fato discorda de
Raghuvanshi e Srivastava (1995), que utilizaram o carvao ativo para o controle da oxidacdo
no cultivo in vitro de mangifera indica (anacardiaceae) e obtiveram apenas 2% de
sobrevivéncia dos explantes. Os autores relatam as dificuldades no estabelecimento dos
explantes associadas a exudagdo de compostos fendlicos, impedindo a micropropagagao.
Gogte e Nadgauda (2000) relatam a dificuldade na manutencéo de calos embriogénicos de
Anacardium occidentale devido aos compostos fendlicos, mesmo com adi¢cdo de 0,5% de
carvéo ativado, enquanto Das et al., (1996) obtiveram sucesso na adi¢éo do carvéo no cultivo
in vitro da mesma espécie. Provavelmente devido ao gendtipo utilizado secreta concentraces
baixas de compostos polifendlicos.

As maiores concentracOes testadas para os diferentes antioxidantes proporcionaram as
menores taxas de oxidagdo, exceto para o PVP, que apresentou uma taxa de 100% em todas as
doses. As concentragdes de 200 mg.L™? de &cido ascorbico e 10 g.L! de carvdo ativado
reduziram significativamente o nivel de escurecimento dos explantes, com taxas de 45% e
39%, respectivamente, ndo diferindo significativamente entre si (Figura4). Mo et al., (2001)
também verificaram que o PVP foi pouco eficiente no controle da oxidagdo de guarirobeira
(Syagrus oleracea) cultivada in vitro, quando comparado aos tratamentos com carvao ativado

e &cido ascorbico.

Apenas a concentracdo de 10 g.L* de carv&o ativado permitiu a regeneracdo de brotos
(Apéndice 3). A taxa de inducdo de brotacfes neste tratamento corresponde a 50% e o0s
segmentos nodais regeneraram em média um broto por explante, nimeros significativamente
inferiores aos obtidos para o tratamento controle (Figura 5). O carvdo ativado € um

componente que tem sido frequientemente adicionado aos meios de cultura de tecidos vegetais
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com sucesso, mas de cujos efeitos ainda ndo se possui bom entendimento. Entretanto, existem
consideracOes de que o carvao ativado promowve a adsor¢éo de hormonios, como as auxinas e
citocininas (Costa et al., 2006), o que pode explicar a reducdo na taxa de indugdo e no nimero
de brotos, uma vez que € indeterminada a concentragdo de BAP disponivel para as culturas,
devido a adsorcéo de parte do fitorregulador pelo carvdo, sendo, provavel mente, necessario
ensaios com aumento progressivo dos niveis exdgenos da citocinina objetivando a obtencéo

de maiores taxas de multiplicacdo de Schinus terebinthifolius.

Conclusdes

De acordo com os resultados obtidos podemos concluir que:
1) As concentragBes de 200 mg.L™* de &cido ascorbico e 10 g.L* de carvo ativado foram
igualmente eficientes na minimizacdo dos efeitos negativos da oxidacdo polifendlica no
estabelecimento in vitro de segmentos nodais de aroeira da praia, enquanto os explantes
tratados comdiferentes concentracfes de PV P apresentaram altos nivels de escurecimento.
2) A concentracdo de 10 g.L™! de carvéo ativado permitiu a regeneracdo de brotos, porém a
taxa de inducdo e o numero de brotos foram inferiores aos obtidos para o tratamento controle,
O que credencia 0 meio de cultura sem antioxidante para a propagacdo in vitro de Schinus
terebinthifolius.
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OXID (%)

Controle 100 mg/L 150 mg/L 200 mg/L
Tratamento

Figura 1. Taxa de oxidagdo (OXID) no cultivo in vitro de segmentos nodais de Schinus terebinthifolius tratados

com polivinilpirrolidone (PVP). Médias com letras iguais ndo diferem entre si segundo o teste de Tukey a 5% de

significancia.

OXID (%)

Controle 100 mg/L 150 mg/L 200 mg/L

Tratamento

Figura 2. Taxa de oxidagdo (OXID) no cultivo in vitro de segmentos nodais de Schinus terebinthifolius tratados

com &cido ascorbico. Médias com letras iguais ndo diferem entre si segundo o teste de Tukey a 5% de

significancia.
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Figura 3. Taxa de oxidag&o (OXID) no cultivo in vitro de segmentos nodais de Schinus terebinthifolius tratados
com carvdo ativado. Médias com letras iguais ndo diferem entre si segundo o teste de Tukey a 5% de

significancia.
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Antioxidante

Figura 4. Comparacdo entre as taxas de oxidacso (OXID) obtidas na utilizagdo das concentracdes de 200 mg.L™
de polivinilpirrolidone (PVP), 200 mg.L™! de &cido ascorbico e 10 g.L™* de carvéo ativado, no cultivo in vitro de
segmentos nodais de Schinus terebinthifolius Médias com letras iguais ndo diferem entre si segundo o teste de

Tukey a5% de significancia.
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Figura 5. Taxa de inducéo de brotos (TIB) e nimero médio de brotos (NB) nos tratamentos controle e com 10
g.L ™! de carvéo ativado (CA), no cultivo in vitro de segmentos nodais de Schinus terebinthifolius Médias com

letrasiguais ndo diferem entre si segundo o teste de Tukey a 5% de significancia.
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Estudo Anatémico Compar ativo de Plantas de Schinus Terebinthifolius Raddi

Cultivadas|In Vitroe Ex Vitro

Resumo - O objetivo desse estudo foi comparar a anatomia de raizes, caules e folhas de
Schinus terebinthifolius Raddi cultivadas in vitro e ex vitro. As plantas foram cultivadas em
casa de vegetacdo e depois utilizadas para a regeneracdo in vitro em meio MS. Os 6rgdos
vegetativos foram coletados, fixados em FAA7o e desidratados em série etilica. Foram obtidos
cortes transversais (10pm), em micrétomo rotativo e submetidos a um processo de duplacom
safranina (1%) e azul de alcian (1%). Ambas as faces foliares e o caule foram observados em
microscopio eetrénico de varredura para o reconhecimento da morfologia da cera e dos
tricomas nas folhas, além dos ductos secretores no caule. Asraizes ex vitro apresentam-se em
crescimento secundario com ductos na sua periferia. A raiz in vitro é tetrarca, com polos de
xilema e encontra-se em crescimento primério, ndo apresentando ductos. Tanto as folhas in
vitro como as ex vitro sdo anfiestomaticas, apresentam tricomas tectores, glandulares e ductos
secretores em associagdo com o floema. Apresentam ainda parénguima palicadico e lacunoso
e uma fina camada cerosa de morfologia lisa. O caule possui tricomas tectores e glandulares
com presenca de ductos secretores. As caracteristicas anatbmicas seguem o padréo descrito

para a familia e sugerem gque o cultivo in vitro ndo induz alteracdes anatémicas significativas.

Termo paraindexacdo: Anacardiaceae, aroeira, anatomia, ambiente de cultivo.

A compar ative anatomical study of Schinusterebinthifolius Raddi plantscultivated in

vitro and ex vitro

Abstract — The objective in this study was to compare the roots, stems and |eaves anatomies
of Schinus terebinthifolius Raddi cultivated in vitro and ex vitro. The plants were cultivated in
greenhouse and later were used for in vitro regeneration in MS medium. The roots, stems and
the leaves were collected, fastened in FAA7o and dehydrated in ethyl series. They were
obtained traverse cuts (12um) in the rotative microtome and they were submitted to the
double coloration process withsafranin (1%) and alcian blue (1%). Both leave' s faces and the
stem were observed in eletronic microscopy of scanning for the wax and trichome
morphology recognition in the leaves, besides the secretory stem ducts. Ex vitro roots present
secondary growth with ducts in the periphery. In vitro roots are tetrarch and present primary

growth, with xylem poles and not present ducts. Both in vitro and ex vitro leaves are
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amphiestomatic and present nonglandular and glandular trichomes, secretory ducts in
association with the phloem, palisade and spongy parenchyma and a thin and smooth wax
layer. The stem has non-glandular and glandular trichomes with presence of secretory ducts.
The anatomical characteristics follow the pattern described for the family and the in vitro

cultive doesn't induce significant anatomical alterations.

Index terms. Anacardiaceae, aroeira, anatomy, environment of cultivation

I ntroducéo

A crescente preocupagdo em usar produtos naturais vem provocando cada vez mais
interesse nos laboratérios farmacéuticos em explorar substancias quimicas vegetais. O Brasil
possui a maior biodiversidade do planeta, calcula-se que se disponha de algo entre 60 a 250
mil espécies vegetais, das quais 40% devem conter propriedades terapéuticas. As plantas com
propriedades medicinais sdo de grande interesse na biotecnologia, o estudo de métodos pelos
quais o potencial produtivo de células vivas podem ser usadas em processos industriais e na
producdo de materiais na agricultura, florestas, horticultura e medicinais podem ser lucrativos
(Fidelis, 1998).

A cultura de tecidos e células vegetais contribui como alternativa promissora para o
suprimento de material constante e homogéneo com especia atencdo tem sido dada a plantas
gue contém compostos Uteis a medicina e farmacologia. Como exemplo pode ser citado:
Sacaca (Croton cajucara Benth) com acdo antiflamatéria e antiespasmodicas, Copaiba
(Copaifera multijuga Hayne) antiflamatério e cicatrizante; espinheira santa (Maytenus
ilicifolia Mart), analgésica e cicatrizante. A importancia da cultura de tecidos em plantas
medicinais vem sendo comprovada através de estudos das plantas e de suas partes, cujo valor
medicinal tenha sido confirmado pelas pesquisas (Amaral e Silva, 2003).

A aroeira Schinus terebinthifolius Raddi é conhecida popularmente no Brasil como
aroeira da praia, aroeira do Parang, aroeira pimenteira e aroeira vermelha. E uma planta da
familia A nacardiaceae, encontrada facilmente em terrenos arenosos da mata atlantica litorénea
no Nordeste do Brasil. Muito utilizado em carvoarias, arborizacdo urbana e com destaque na
medicina popular. O decocto da casca tem sido tradicionalmente utilizado para tratar
cervicites e corrimento genital. Mdltiplos mecanismos de acdo tém sido descritos
demonstrando atividade antiflamatéria (Amorim, 2003).

A producdo em larga escala dessa planta através de técnicas de cultura de tecidos pode

beneficiar aos pequenos e médios laboratérios farmacéuticos, fornecendo material vegetal
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geneticamente uniforme possibilitando a extracdo do seu principio ativo para fabricacéo de
medi camentos fitoterépicos.

Plantas lenhosas propagadas in vitro sdo freglentemente afetadas por excessiva
presenca de fatores do meio de cultura que conduzem a degradacdo metabdlica e morfol dgica.
Desordens anatdmicas, morfolégicas e fisiologicas nos tecidos de plantas cultivadas in vitro
tém sido descrita sob diversas terminologias. vitrificagdo, translucidez, hiperhidratagéo,
suculéncia e transparéncia. As modificagcbes sdo manifestadas principalmente nas folhas,
afetam os dois principais processos executados pelas folhas, isto €, a fotossintese e as trocas
gasosas (CO,, H,O e vapor). As desordens anatbmicas sdo menos extensas no caule e raizes.
Estas modificacbes impedem o estabelecimento ex vitro de plantas micropropagadas
(Debergh e Maene, 1984).

O objetivo desse estudo € descrever aspectos anatdmicos de O0rgaos vegetativos da
aroeira da praia (Schinus terebinthifolius Raddi) desenvolvidos em casa de vegetacéo e in
vitro por organogénese direta, estabelecendo as semelhangas e diferercas entre as plantas nas

duas condicdes de cultivo.

Material e méodos

O estudo foi desenvolvido no Laboratorio de Biotecnologia Vegetal, do departamento
de Botéanica, Ecologia e Zoologia, do Centro de Biociéncias da Universidade Federal do Rio
Grande do Norte.

No estudo anatdmico, foram usadas raizes, caules e folhas de Schinus terebinthifolius
com idades entre 4 a 8 meses, obtidas da germinagdo de sementes em casa de vegetacéo e
plantas regeneradas in vitro, em meio MS (Murashige e Skoog, 1962). O material botanico
foi fixado em FAA 70% (Johansen 1940) e posteriormente conservado em acool etilico 70%.
Para a confeccdo das laminas permanentes o0 material foi desidratado em série eilica,
infiltrado e incluido em parafina (Sass, 1968). Os cortes foram obtidos em micr6tomo de
parafina (American Optical Company, Modelo &0), com espessura de 10um, estes foram
colocados em banho maria com 1 colher de ché de gelatina em pd com temperatura constante
de 43°C. ApOs a desparafinacdo e hidratacdo os mesmos foram submetidos ao processo de
dupla coloragdo com Safranina (1%) e Azul de alcian (1%), segundo a metodologia descrita
por Bukatsch (1972) citado por Kraus et al., (1989). A montagem das laminas foi feita em
balsamo do Canada. Para as |aminas semi-permanentes foram efetuados cortes a méo livre
com auxilio de lamina de aco inoxidavel, sendo estes submetidos a descoloragéo em solugdo

de hipoclorito de sodio a 20% com posterior lavagem em agua destilada. O material foi
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corado como descrito acima, sendo as laminas montadas com glicerina 50%. As
fotomicrografias foram feitas em microscépio Optico Olympus BX60M acoplada com cémara
L C Capture da MediaCybernetics.

Foram utilizados fragmentos de folhas com cerca de 6 mn? e caule com 5 mm de
comprimento para as andlises da morfologia em microscopia eletrénica de varredura. Os
procedimentos de preparagdo do material seguiram as recomendagdes de Bondada et al.,
(1996) com algumas modificacdes, sendo as amostras revestidas de carbono. O materia foi
observado e eletromicrografado em microscépio eletrénico de varredura (MEV) Philips
Modelo XL 30 — ESEM, tensdo aceleradora de 20kV, disponivel no Laboratorio Institucional
de Microscopia Eletrénica de Varredura, do Nucleo de Ensino em Petréleo e Gas Natural
Universidade Federal do Rio Grande do Norte (UFRN) e no MEV marca Jeol-JSM, modelo
5200, tensdo aceleradora de 20kV do laboratério de Microscopia Eletronica do Departamento
de Biologia Celular e Molecular e Bioagentes Patogénicos da Faculdade de Medicina da
Universidade de S&o Paulo.

Resultados e discussao
Raiz

In vitro, araiz de Schinus terebinthifolius apresenta-se em crescimento primario, com
epiderme unisseriada, exoderme e células do parénguima cortical grandes e ordenadas
radialmente. O cilindro central é ocupado apenas por tecidos vasculares, sem medula,
apresentando um padrdo vascular formado por quatro feixes de xilema (tetrarca) (Figura 1A),
caracteristico de eudicotileddneas, como em Coespeletia moritziana Cuatrec. (Arias, 2004).
As células que ocupam uma posicao mais externa apresentam menor tamanho, constituindo o
protoxilema. Na regido central observa-se o metaxilema, com elementos de didmetro
crescente. O cilindro central é limitado externamente pela endoderme com estrias de Caspary
e células de passagem.

As plantas cultivadas em casa de vegetacdo apresentaram raizes em transicdo de
crescimento primario para secundério (FiguralB), diferindo da raiz em crescimento primério
pela presenca de uma medula parenquimatica no cilindro vascular. Nesta mesma condicéo de
cultivo, também foram observadas raizes em crescimento secundario avancado (Figura 1C).
Estas raizes apresentavam sistema vascular secundario, com o xilema, o floema e o cambio
vascular distribuidos em forma de um anel. Verificase ainda uma periderme bastante
desenvolvida, tecido tipico de crescimento secundario bem desenvolvido segundo Mazzoni-
Viveiros e Costa, (2003).
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A raiz apresenta em média trés ductos secretores proximos a periferia (Figura 1B),
logo abaixo da periderme, como verificado em Rhus diversiloba (McNair, 1918). Em raizes
em fase de transicéo e desenvolvidas in vitro, ndo foram observados ductos, provavel mente
porque seu desenvolvimento ocorra tardiamente, quando as raizes j4 apresentam uma
estrutura secundaria. Venkaiah e Shah, (1984) observaram que ndo existem ductos na raiz da
anacardiacea Lannea coromandelica (Houtt.) Merril
Caule

In vitro e em condigdes de casa de vegetacao, o corte transversal do caule apresentou
evidéncias de crescimento secundario, com clara definicdo do cambio vascular e auséncia de
felogénio. Foi verificada a presenca de epiderme pluriestratificada e sobre esta uma cuticula
delgada. Abaixo da epiderme encontram se faixas de colénquima concentradas acima dos
ductos secretores (Figuras 2A, 3C e 3D). De acordo com Giveng, (1998), a anacardiacea
Rhus coriaria apresenta um arco de esclerémuima em torno de cada canal.

Os ductos resiniferos sdo ovalados e estdo préximos ou em associagdo com o floema,
como em Pistacia chinensis (Shu-ying, 1999), com lume vazio, circundado por células
epiteliais. Esses ductos ja foram descritos no caule das anacardiaceas Spondias dulces
(Sant’anna e Santos, 2006) e Anacardium occidentale (Nair et d., 1983). Os ductos estéo
localizados proximo a periferia do caule, estando presentes neste 6rgao desde o crescimento
primario até o secundario, quando se localizam proximo da periderme. Podem ser
visualizados ductos dispersos na medula parenquimatica, proximos ao Xilema e espacados
entre s, organizando-se em circulo (Figura 2B). Provavelmente, em plantas adultas esses
ductos serdo limitados ao centro devido ao desenvolvimento do xilema secundério. Nota-se
apenas a auséncia dos ductos secretores localizados na medula parenquimética das plantas
regeneradas in vitro e com faixas de colénquima muito discretas.

A presenca de ductos secretores de terpenos e polissacarideos sdo caracteristicas
marcantes para familia Anacardiaceae (Engler, 1896). Medeiros (2001) relata a presenca de
taninos, saponinas, esterdides e triterpendides como principais constituintes da casca de
Schinus terebinthifolius Raddi.

Em toda a superficie do caule nas duas condicdes de cultivo verifica-se a presenca de
tricomas tectores (ndo glandulares), unicelulares, pontiagudos, circundando todo o caule
(Figuras 3A e B).

Folha
Em segOes transversais, a folha de Schinus terebinthifolius apresenta mesofilo rico em

cloroplastos, com parénquima palicadico disposto em duas camadas voltadas para a face



68

adaxia e de parénquima lacunoso com grande quantidade de cloroplastos, constituindo assim
o mesofilo dorsiventral. Shu-ying (1999) observou a existéncia dos parénquimas palicadico e
lacunoso na anacardiacea Pistacia chinensis

Tanto nas plantas in vitro quanto nas de casa de vegetacdo, a folha € anfiestomatica,
estando os estbmatos nas duas faces sendo a maior incidéncia na superficie abaxial. Os
estbmatos sdo do tipo anomocitico, locadizamse acima do nivel das demais células
epidérmicas e estdo dispostos aeatoriamente, uma organizacdo tipica das folhas de
eudicotiledéneas. Figueirba et al., (2004) relatam a ocorréncia de folhas hipoestométicas e
estbmatos anomociticos em aroeira do sertdo (Myracrodruon urundeuva Allemao). Araque e
Gamez (2004) observaram estdbmatos do tipo paracitico apenas na face abaxial em folhas de
Ochoterenaea colombiana Barkley. Boeger e Wisniewski (2003) também relatam que a
anacardiacea Tapirira guianensis Aubl., possui folha hipoestomética. As folhas in vitro
apresentam uma grande quantidade de exsudado, expelido pelos estdbmatos (Figuras 4 e 6A),
gue podem ser um extravasamento da secrecdo produzida nos ductos secretores a partir da
camara subestomatica. Segundo Castro e Machado (2003), as secrecfes podem ser liberadas
parafora do corpo vegetal por meio de estbmatos modificados.

Na nervura central, observa-se de 1 a 2 ductos secretores nas plantas cultivadas in
vitro (Figuras 5A e 5E) e de 3 a 5 ductos em plantas de casa de vegetacéo (Figuras 5B, €5D).
O menor nimero destas estruturas nas plantas in vitro pode ser atribuido ao desenvolvimento
limitado da planta verificado nesta condicdo. Em ambos os ambientes de cultivo foram
verificados ductos no limbo foliar (Figura 5C). Venkaiah e Shah (1984) e Arague e Gamez
(2004) citam a presenca de ductos em folhas das anacardidceas Lannea coromandelica
(Houtt.) Merril e O. colombiana, respectivamente. Os vasos do floema e xilema estéo
associados aos ductos na nervura central, estando o floema sempre disposto ao redor dos
ductos (Figura 5E), como verificado em Pistacia chinensis (Shu-ying, 1999).

In vitro, a epiderme adaxial apresenta, em alguns pontos, parénquima palicadico com
um relevo epidérmico bem pronunciado e sinuoso, além de um parénquima palicadico com
células turgidas e estdmatos acima do nivel das demais células epidérmicas (Figura 6).

Em corte paradérmico, as células epidérmicas em S. terebinthifolius sdo vistas com
paredes sinuosas, ®mo em Anacardium occidentale L., Mangifera indica L. e Spondias
purpurea L. (Torres e Jauregui, 1999). SegundoVieira e Machado (1992), a sinuosidade das
paredes das células epidérmicas pode ser atribuida as condicdes ambientais, sendo mais

acentuada em plantas que se desenvolvem a sombra ou em ambientes Umidos
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Quanto a morfologia da cera foliar epicuticular, esta se apresenta lisa com poucos
granulos de cera em ambas as faces foliares e nas duas condigdes de cultivo (Figuras 7A e B).

Em ambas as faces, a folha possui tricomas tectores, como em Pistacia sp.(AL-
SAGHIR et d. 2006), e glandulares com cabeca multinuclear em ambas as superficies, sendo
gue em plantas ex vitro, os tricomas glandulares da superficie adaxial sGo mais volumosos
(Figuras 7C e D). MatinezMillan e Cevallos-Ferriz (2005) citam a ocorréncia de tricomas
glandulares em Astronium, Myracrodruon, Schinus, Spondias, Tapirira e Thyrsodium.

Podem ser verificadas numerosas drusas no limbo das folhas desenvolvidas em casa de
vegetacdo. Estas estruturas podem estar relacionadas a defesa mecanica contra herbivoria,
suporte estrutural, além de refletir a excessiva incidéncia de raios solares, evitando possiveis
danos ao parénquima clorofiliano, o que pode explicar a auséncia de drusas em folhas in vitro.
De acordo com Boeger e Wisniewski (2003), drusas de oxalato de calcio tém como principal
funcdo remover o excesso de célcio da planta. Outras funcBes comumente associadas a
presenca destes cristais sdo: estratégia de manutencéo de nutrientes, como reserva de calcio
ou oxalato paraaplanta.

Em conclusdo, analisando estruturalmente as plantas cultivadas em condicdes de casa
de vegetacdo e regeneradasin vitro verificouse que os 0rgéos vegetativos como as folhas e 0
caule de aroeira apresentam estruturas béasicas semelhantes. As folhas e o caule em ambas as
condi¢cbes possuem ductos secretores e tricomas tectores. As raizes diferem devido ao
desenvolvimento ex vitro ser mais acelerado, iniciando seu crescimento secundario mais
antecipadamente que as plartas in vitro.

As variacOes estruturais foliares com sinuosidade do relevo devido a turgescéncia das
células do parénquima palicadico em plantas in vitro sdo possivelmente resultantes das
condi¢bes ambientais controladas e de ata umidade em que estas plantas se encontram O
desaparecimento destas alteracBes parenquiméticas nas plantas de casa de vegetacdo sugere
uma plasticidade fenotipica de Schinus terebinthifolius Raddi a condigéo de cultivo em que se
encontra.
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Figura 1. SecBes transversais da raiz de Schinus terebinthifolius A: Raiz in vitro apresentando quatro pélos de
xilema. B-C: Raiz ex vitro. B: Raiz crescimento secundério apresentando ducto em sua periferia (seta) Xilema
secundario = XlI, PE = Periderme. C: Raiz em fase de transicdo para o crescimento secundario. END =
Endoderme, EP = Epiderme, FL = Floema, PC = Parénquima cortical, PM = Parénquima medular, XI = Xilema

primério.

Figura 2. Se¢Bes transversais do caule de Schinus terebinthifolius A-B Caule ex vitro EP = Epiderme, CV =
Cambio vascular, COL = Colénquima, FL = Floema primario, PM = Parénquima medular, X1 = Xilema

primério, XII = Xilema secundério, Setas indicando ductos secretores com lume oval.
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Figura 3. Eletromicrografia do caule de Schinus terebinthifolius. A-B: Casca do caule apresentando tricomas

tectores (setas) em plantas ex vitro e in vitro, respectivamente. C-D: Corte transversal, observacdo dos ductos

secretores (setas) in vitro e ex vitro, respectivamente.

Figura 4. Eletromicrografia da folha de Schinus terebinthifolius A: Liberacdo das secregdes pelos estbmatos
(setas). B: Visdo gera da superficie abaxial da folha in vitro visualizando as secrecBes (setas) e tricomas

glandulares v
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Figura 5. Secles transversais da folha de Schinus terebinthifolius A: Nervura central de planta in vitro. B-D:
Folhas ex vitro. B: Nervura central. C: Limbo de folha. D: Detalhe da nervura central com estdmato na face
adaxial (seta). E: Detalhe da planta in vitro. EP = Epiderme, FL = Floema, PP = Parénquima pali¢édico, PL =

Parénquima lacunoso, X1 = Xilema primério, %= ducto secretor.
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Figura 6. Secoes transversais da folha de Schinus terebinthifolius A: Limbo com estdmato na superficie adaxial
com exsudado (seta). B: Superficie adaxial com sinuosidades (seta). C: parénquima palicadico tdrgido (seta). Pl
= Parénquima indiferenciado.
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Figura 7. Eletromicrografia de varredura da superficie foliar adaxial com tricomas glandulares (setas) de Schinus
terebinthifolius A-B: Folha in vitro, vista geral e detalhe, respectivamente. C-D: Folha ex vitro, vista geral e

detalhe, respectivamente.
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DISCUSSAO GERAL E PERSPECTIVAS

A producédo de mudas normalmente é efetuada através de técnicas de propagacdo
vegetativa tradicionais, porém esses métodos restringem o0 numero de plantas obtidas e
requerem muito tempo e originam plantas de baixa qualidade fitossanitéria. As técnicas de
culturadetecido in vitro possibilitam aproducdo de mudas em grandes quantidades, livres de
patdgenos e altamente assépticas, além de produzirem mudas com grande potencial genético.

A aroeira Schinus terebinthifolius Raddi, apesar de sua importancia medicinal, € uma
espécie nativa altamente negligenciada, hgja vista que ndo foi encontrada na literatura
gualquer referéncia a trabalhos gque se utilizem as técnicas de cultura de tecidos para sua
propagacdo in vitro. Neste trabalho foram obtidos bons resultados na regeneragdo dos brotos
através de organogénese direta, embora este protocolo possa ser aperfeicoado em estudos
futuros testando-se outros tipos e concentragfes de citocininas para a obtencdo nimero maior
de brotos de aroeira da praia, como também combinacdes de citocininas e auxinas, buscando
produzir o maior nimero de plantas possivel. Normalmente, na propagacdo in vitro, 0s
reguladores de crescimento constituem-se numa primeira etapa a ser abordada (ALVES et dl.,
2004), porém outras variaveis também podem ser testadas, tais como variacOes da
composi¢do minera, vitaminas e fontes de agUcares dos meios de cultura e modificacfes nas
condicdes de incubacdo (PERES, 2002).

O estabelecimento in vitro de Schinus terebinthifolius € dificultada devido a liberacéo
de compostos fendlicos, como taninos e flavondides, que ocorre devido ao dano causado nas
células durante a excisdo dos explantes. Buscou-se controlar a oxidacdo em segmentos nodais
de aroeira e, desta forma, otimizar a taxa de multiplicagdo in vitro, no entanto, dentre as
substancias antioxidantes utilizadas (&cido ascorbico, polivinilpirrolidone e carvao ativado),
apenas o carvao ativado a 10 g.L ™! permitiu a regeneraco de brotos, porém a taxa de induc&o
€ 0 numero de brotos foram inferiores aos obtidos para o tratamento controle. Neste sentido,
poderiam ser conduzidos testes com outras concentragoes dos antioxidantes utilizados no
presente trabalho, assim como com outros tipos de substancias, como o acido citrico, sgja no
meio ou na forma de banho, ou ainda estratégias como lavagem em agua corrente dos
explantes antes da desinfestacdo e transferéncias freguentes dos explantes para meio fresco,
eliminando as porgdes escuras de tecido, como sugerido por Grattapaglia e Machado (1998).

O estudo anatémico de S terebinthifolius mostrou que as plantas cultivadas in vitro e
ex vitro apresentamse estruturamente muito semelhantes, o que pode contribuir para o

sucesso na etapa de aclimatizacdo das plantas cultivadas assepticamente, tendo em vista que
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as plantas apresentaram poucas modificacdes associadas a esta condic¢éo de cultivo. Uma vez
observada a existéncia de ductos secretores e tricomas glandulares nesta espécie, que
possivelmente estdo relacionados a producdo dos compostos quimicos utilizados pela
industria farmacolOgica para extragdo de principios ativos, e por populares, quando da
utilizacdo das diferentes partes da planta com finalidade fitoterapica, seria interessante que,
em trabalhos futuros, fossem realizados estudos quimicos sobre a composicdo desses
exsudados. E necessiria uma atencdo especial a0 Sistema secretor da aroeira da praia,

investigando a sua ontogenia, locais de sintese e acimulo das secregdes e natureza quimica
dos seus exsudados.
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CONCLUSOES

* O cultivo de segmentos nodais em meio de cultura M S bésico suplementado com 4,5 iVl de
BAP pode ser usado para a propagacao in vitro de Schinus terebinthifolius. A utilizacdo do

GA3 na concentracgo de 1,0 mg.L't mostrouse eficiente para o alongamento das culturas.

« Os segmentos nodais tratados com 200 mg.L de 4cido ascorbico e 10 g.L? de carvéo
ativado foram iguamente eficientes na minimizagdo da oxidag&o polifendlica, enquanto os
explantes tratados com diferentes concentracbes de PVP apresentaram altos niveis de

escureci mento.

« Apenas a concentracdo de 10 g.L! de carvéo ativado permitiu a regeneracdo de brotos,
porém a taxa de induc&o e 0 nimero de brotos foram inferiores aos obtidos para o tratamento

controle.

» O estudo anatdmico de S terebinthifolius mostrou que as plantas cultivadas in vitro e ex
Vvitro apresentam-se estruturalmente muito semelhantes, o que pode contribuir para 0 sucesso
na etapa de aclimatizacdo das plantas regeneradas em condicdes assépticas.
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APENDICE

Apéndice 1. Habitat natural de Schinus terebinthifoluis Raddi proximo ao Rio Cear&Mirim.

Apéndice 2. Mudas de Schinus terebinthifoluis Raddi germinadas em casa de vegetacéo.

Muda com 2 meses (A), mudas com 8 meses (B).
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Apéndice 3. Brotos formados através de explante de segmento nodal em meio com 10 g.L*

carvao ativo.

Apéndice 4. Brotos formados através de explante de segmento nodal em meio com 4,5uM de
BAP sem antioxidante.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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